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Reeumen
En e l  p re s e n te  t r a b a jo ,  se  ba e s tu d la d o  e l  e fe £  
to  In b ib ld o r  d e l  monurbn o CMO ( 5 - ( p ~ c l o r o f e n l l ) - l ,1 
d l a e t l l  u r e a ) ,  so b re  l a  a c t iv ld a d  f o t o s l n t é t l c a  de s e l s  
e s p e c ie s  de p la n ta s  s u p e r lo r e s  (ceb ad a , av en a , t r l g o ,  
m alz , ju d ia  y to m ate ) y so b re  e l  a lg a  u n l c e lu l a r  C hlo­
r e  l i a  p y re n o ld o sa . En l a s  p la n ta s  s u p e r lo r e s ,  se  ha e s  
tu d la d o  e l  p ro c e so  de a b s o rc lô n  r a d i c u l a r  d e l CMU u t l -  
l lz a n d o  CMU-^4q como tr a z a d o r  y se  ha d e te ra ln a d o  e l  
e f e c to  de d iv e r s e s  c o n c e n tra c lo n e s  de e s t e  h e r b ic ld a  
so b re  l a  a s l a l l a c l ô n  f o t o s l n t é t l c a  d e l  CO2 po r l a s  ho­
j a s .  T aab lén  se  ha e s tu d la d o  e l  e f e c to  In h lb ld o r  d e l 
CMU so b re  l a  r e a c c iô n  de H l l l  en frag m en te s  de c lo ro —  
p la s to s  a l s l a d o s  de l a s  h o ja s  de l a s  r e s p e c t iv e s  p la n ­
t a s .  Los r e s u l t a d o s  in d lc a n  que e x i s t e  una c o r r e la c lô n  
e n t r e  l a  c o n c e n tra c lô n  d e l  h e r b ic id e  y e l  g rad o  de In -  
h lb lc lô n  de l a  f o to s L n te s l s  p a ra  c o n c e n tra c lo n e s  corn— 
p re n d ld a s  e n t r e  10“® M y 10“ 4 M,
En l a s  p la n ta s  s u p e r lo r e s ,  se  ha e s tu d la d o , ade 
mas, e l  e f e c to  de l a  a b s o rc lô n  r a d i c u l a r  de d l s t l n t a s  
c o n c e n tra c lo n e s  de CMU d u ra n te  c u a tro  sem enas so b re  e l  
c re c lm le n to  y d e s a r r o l lo  de l a s  p la n ta s ,  a s l  como l a  
c a p a c ld a d  de d e to x l f I c a c lô n  de l a s  d l s t l n t a s  e s p e c ie s  
t r a s  l a  a b s o rc lô n  de d iv e r s e s  c o n c e n tra c lo n e s  de CMU.
Tamblén se  ha e s tu d la d o  e l  e f e c to  I n h lb ld o r  d e l 
CMU so b re  e l  d e sp re n d lm le n to  de 0^ en su sp e n s lo n e s  de 
C h lo r e l la  p y re n o ld o sa  so m e tld as  a l lu m ln a c lô n . Los r e ­
s u l ta d o s  mue8 t r a n  que, u t l l l z a n d o  e l  método p o la ro g ra -  
f l c o  p a ra  l a  m edlclôn  d e l O2 , se  pueden d e t e c t a r  con­
c e n tr a c lo n e s  de CMU v a r ia b le s  com prendldas e n t r e  10"^^M 
y  10-4 M.
Como co n se c u e n c la  de e s te  t r a b a jo ,  se propone un 
b lo e n sa y o  p a ra  l a  d e te c c lô n  de r e s id u e s  de p ro d u c to s  
I n h lb ld o r e s  de l a  f o t o s l n t e s l s ,  u t l l l z a n d o  como elem en 
t o  s e n so r  e l  a lg a  C h lo re l la  p y re n o ld o sa .

1. I N T R O D U C C I O N
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1 .1 . OBJETO E INTERES DEL TEMA.
E n tre  l o s  com puestos qu lm lcos que se  u t l l l z a n  en 
l a  a g r l c u l t u r a  modema por su s  p ro p le d a d e s  h e r b lc ld a s ,  
d e s ta c a n  por su Im p o rta n c la  a q u ê l lo s  que a f e c ta n  a l a  
a c t iv ld a d  f o t o s l n t é t l c a  de l o s  v e g e ta le s .  Como e s  sabjL 
do, l a  s e n s lb l l ld a d  de l a s  d lv e r s a s  e s p e c ie s  v e g e ta le s  
a n te  l o s  p ro d u c to s  h e r b lc ld a s  e s  d l f e r e n te  y depends, 
e n t r e  o t r o s  f a c to r e s ,  de l a s  c a r a c t e r i s t l c a s  an a tô m lcas  
y f l s lo l& g lc a s  de a q u é l la s .
E l grupo de h e r b lc ld a s  de l a s  "ureas s u s t l tu id a s *  
e s  uno de l o s  que se  c a r a c te r l z a n  por su e f e c to  Inhlbj^ 
d o r de l a  f o to s ln  te  s i s  y c o n c re ta m en te , e l  monur&n, CMU 
6 3 - ( p - c lo r o f e n l l ) - 1 ,1 - d lm e t l l  u rea), que fué e l  p rlm ero  
de l o s  p ro d u c to s  de e s te  grupo  en que se  a p re c la ro n  e^  
t a s  p ro p le d a d e s  (Bûcha y Todd, I 9 5 I ) ,  y que ha s ld o  am 
p lla m e n te  u t l l l z a d o  en e s tu d lo s  b â s lc o s  so b re  f o to s ln -  
t e s l s  (A shton y c o l . , 19 6 I ; C a lv in  y Bassham, 1962; Gin 
g ra s  y Lem asson, I 9 6 3 , 1965), s l r v e  p e r f e c ta n e n te  como 
r e p r é s e n ta n t s  de un am plio  grupo  de com puestos h e rb lc ^  
d as  que e je r c e n  su a c c lô n  po r I n h lb lc lb n  de l a  a c t i v l ­
dad f o t o s l n t é t l c a  de l o s  v e g e ta le s .
En e l  p r e s e n ts  t r a b a jo  se e s tu d la  e l  e f e c to  de 
d lv e r s a s  c o n c e n tra c lo n e s  de CMU so b re  e l  c re c lm le n to  y 
d e s a r r o l lo  de s e l s  e s p e c ie s  c u l t lv a d a s  e le g ld a s  e n t r e  
l a s  D lc o tlle d & n e a s  ( ju d la  y tom ate) y l a s  Gram lneas 
(ceb ad a , av en a , t r l g o  y m a lz ) , a s l  como lo s  a s p e c to s  f^. 
s lo l& g lc o s  r e la c lo n a d o s  con l a  a b so rc lô n  r a d i c u l a r  de 
e s t e  p ro d u c ts  y su e f e c to  so b re  l a  a s lm lla c lô n  fo to s ljq  
t é t l c a  d e l  CO2 . U tl l lz a n d o  CMU marcado con se t r a
ta  de e v a lu a r  l a  c o n c e n tra c lô n  que a lc a n z a  e l  h e r b ic l ­
da en e l  llm bo f o l i a r  en  fu n c lô n  de l a  c o n c e n tra c lô n  
que t é n ia  en l a  so lu c lô n  n u t r l t l v a  de l a  que e r a  a b so r 
b ld o  por l a s  r a l c e s .  De e s t a  m anera, se I n te n ta  c o r r e -
f -
l a c lo n a r  e l  poder In h lb ld o r  de l a s  d lv e r s a s  c o n c e n tra -  
c lo n e s  d e l  com puesto, con l a  a c t iv ld a d  f o t o s l n t é t l c a  de 
l o s  c lo r o p la s to s  In  v iv o . P or medio de e s to s  e s tu d lo s ,  
se  puede d e d u c lr  e l  d iv e rs o  com portam lento  f l s l o l b g l -  
co de l a s  d l s t l n t a s  e s p e c ie s  c o n s ld e ra d a s  en e s t e  t r a ­
b a jo .
En o t r a  s e r l e  de e z p e rlm e n to s , se  t r a b a j a r é  con 
frag m en to s  de c lo r o p la s to s  a l s l a d o s  de l a s  h o ja s  de l a s  
mlsmas e s p e c ie s  v e g e ta le s  y se  e s tu d la r é  e l  e f e c to  In ­
h lb ld o r  d e l  CMU so b re  l a  re a c c lb n  de H l l l  o cap ac ld ad  
re d u c to r a  de e s to s  frag m en to s a l a  l u z .
P o r medio de e s t a s  e z p e r le n c la s  se p re te n d s  e s -  
t a b le c e r  l a  p o s lb le  c o r r e la c lô n  e z l s t e n t e  e n t r e  lo s  
e f e c to s  que se  observan  " in  v i t r o "  e " In  v iv o "  por efej .^ 
to  d e l CMU so b re  l a  a c t iv ld a d  f o t o s l n t é t l c a  en ambos -  
c a s o s . Tamblén con e l  e s tu d lo  d e l e f e c to  d e l  CMU sobre  
l a  r e a c c iô n  de H i l l  en c lo r o p la s to s  a l s l a d o s ,  se  p re — 
ten d e  e v a lu a r  l a  p o s lb l l ld a d  que o fre c e  e s te  método pa 
r a  s e r v i r  de b lo en say o  en l a  d e te c c lô n  de re s id u o s  de 
h e r b lc ld a s  In h lb ld o re s  de l a  r e a c c iô n  de H l l l ,
En o t r a  s e r i e  de e z p e r le n c la s  se  e s tu d la r é  l a  
r e s p u e s ta  d e l  a lg a  C h lo r e l la  a n t e .d lv e r s a s  c o n c e n tra — 
c lo n e s  de CMU, evalu an d o  e l  d e sp re n d lm le n to  de 0^ de eg  
t e  a lg a  como c o n secu en c la  de su a c t iv ld a d  f o t o s l n t é t l ­
c a .  La f in a l I d a d  de e s te  t r a b a jo  r a d lc a  en e s tu d l a r  lo s  
n lv e le s  de s e n s lb l l ld a d  que o f r e c e r l a  un b lo en say o  b a- 
sado en l a  u t l l l z a c l ô n  de e s t e  m lcroorganlsm o como sen 
s o r  de com puestos I n h lb ld o re s  de l a  f o to s L n te s l s ,  p a ra  
a p l l c a r l o ,  en l a  p r& c tlc a , a l  a n â l l s l s  de r e s id u o s  de 
e s t e  t l p o  de com puestos en p ro d u c to s  v e g e ta le s  o ' en 
s u e lo s  que , como se sa b e , pueden c o n s t l t u l r  un Impor­
ta n te  p rob lem s, ta n to  desde e l  punto de v l s t a  e c o lô g l-  
co como econôm lco.
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1 .2 . DESCRIPCION Y PROPIEDADES QUIMICAS DEL MONURON 
(CMU).
i  -  C -  N -  ( C H ^ ) 2 f ^  ‘V
c^cu i.r/^
/ f # / '
(CÿHiiONgCl) '
3 - p ( c l o r o f e n l l ) - 1 , 1 - d im e ti lu r e a  P.M. 198,7
C a r a c tè r e s : P o lv o  b lan co  que c r l s t a l l z a  d e l  m etano l en 
form a de p rism as  r e c ta n g u la r e s  muy f ln o s .
01o r c a r a c t e r l s t l c o .
pH : E l pH de l a  s o lu c lô n  acu o sa  e s  l lg e ra m e n te
â c ld o .
Punto  de f u s lô n : 1 7 0 ,5 -1 7 1 ,5 °C , segûn Bûcha y Todd (1951)
P re s lô n  de v a p o r : Es de 5 x 10”^ mm de Hg s i  se  d e t e r i l  
na a 25oC y de 3 ,4  x 10® mm de Hg s i  se dg 
te rm in a  a  50°C.
V a lo ra c lô n : Una so lu c lô n  m e ta n ô llc a  de CMU a l  1 % p ré ­
s e n ta  un mâzlmo de a b s o rc lô n  en e l  u .v .  a
247 nm.
S o lu b l l ld a d : Es poco s o lu b le  en d l s o lv e n te s  p o la r e s  y 
muy poco s o lu b le  en a c e l t e s  y  a g u a . La soiyi 
b l l ld a d  en p . p.m . en d l s t l n t o s  d ls o lv e n te s ,  
segûn l a  flrm a  Du Pon t de Nemours, v le n e  ex 
p re sa d a  en l a  T ab la  I .
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TABLA I. S o lu b l l ld a d  d e l  CMU en d l f e r e n t e s  d l s o lv e n te s
D lso lv e n te
T em peratu re
(°C)
S o lu b l l ld a d  
( p . p .m .)
A cetona 27 5 2 .0 0 0
Benceno 27 2 .9 0 0
E s te a r a to  de 27 1 .5 0 0
B u tl lo
A c e lte  de sem l- 
11a de algodbn
27 1 .1 0 0





I d e n t l f I c a c i b n : C ro m ato g ra fla  en capa f l n a .
S o p o r te :  P la ç a s  de K le s e lg e l  60 F254  Merck 
20  X 2 0 ; 0 ,2 5  an .
Fase m bv ll:
I :  C lo ro fo rn o , H ltro a e ta n o  1:1
(▼A)
I I :  Hexano, A cetona 3 :1
(v A )
R e c o rr td o : 15 cm.
T leopo  de e lu c lô n :
I :  1 b o ra  
I I :  4 b o ra s
C o n c e n tra c lô n : 20 ^1 de s o lu c lô n  m e tan ô llca  
de CMU a l  1 % .
R ev e lad o r: Luz u .v .  de 254 nm. Se o b se rv a
f lu o r e s c e n c la  a m a r l l la  so b re  
fondo v l o l e t a .
R f:
I :  0 ,5 4  
I I :  0 ,2 7
E s t a b l l l d a d : Es e s t a b le  a  l a  o x ld a c lô n  7  a  l a  h ld r ô l l s l s  
en c o n d ic io n e s  n o rm ales  de c o n se rv a c lô n , pg 
r o ,  a e le v a d a s  te m p é ra tu re s , puede h l d r o l l -  
z a r s e ,  p ro p led ad  que puede u t l l l z a r s e  p a ra  
su a n â l l s l s  qu lm lco  (Loven 7  c o l . , 1964).
Se d ég rad a  po r l a  lu z .
No e s  In f la m a b le  n i  c o r ro s lv o .
T o x lc ld a d : Es b a ja  en m am lferos. La DL50 «o r a t a s  e s
de 3 ,5  g por Kg de p e so . No I r r i t a  l a  p l e l  
n i  produce r e a c c lo n e s  a l è r g l c a s  (Hodge 7
c o l . ,  1958 ) .
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P r e s e n ta c lb n : Dada eu poca s o lu b l l ld a d  en e l  ag u a , e s te  
p ro d u c to  se  e n c u e n tra  en e l  com erclo  en fo r 
ma de p o lv o s m o jab le s  (50-80% ) ,
C o n se rv a c lb n ; Al a b r lg o  de l a  l u z ,
ü so s  : Se u t l l i z a ,  a  d o s ls  e le v a d a s ,c o a o  e s t e r l l l -
z a n te  d e l  s u e lo  en A reas no c u l t i v a b le s  y 
a d o s ls  mas b a ja s ,  como h e r b ic id e  s e l e c t i ­
ve de p reem erg en c ia  en c u l t i v e s  de esparr&  
g o s , a g u a c a te s ,  v id ,  c e b o l la ,  a lg o d ô n , c i -  
t r i c o s ,  p iû a  y cafia de a z û c a r  (Day, 1955).
D o sis  : De 15 a  40 K g/ha p a ra  e r r a d ic a c ib n  de p la n ­
t a s  p e re n n e s .
De 5 a  10 Kg/ha p a ra  l a s  a n u a le s .  Como 
h e r b ic id e  s e l e c t i v e  en p re e m e rg e n c ia , de 
0 ,5  a 2 K g/ha.
■4 ■:
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1 ,3 . EFECTOS DEL CMP SOBRE LOS VEGETALES.
1 .3 .1 .  H le to r ia  de su u t l l l z a c i b n  como h e r b lc ld a .
La e r ra d ic a c i& n  de la g  m alas h le rb a s  ea  un pro ­
blème que s lem pre  h a preocupado a l  h ombre. Deede muy 
a n tig u o  se ban a p ile a d o  d iv e r s e s  s is te m a s  p a ra  e v i t a r  
o d is m in u ir  a l  maxime su a p a r ic ib n  y d e s a r r o l lo  en le s  
c u l t i v e s  de e s p e c ie s  v e g e ta le s  de i n t e r é s  humane o en 
a r e a s  no c u l t i v a b l e s  de i n t e r é s  p ù b lic o  o p r iv a d o  (v ia s  
de com un icac ibn , co n d u cc io n es p e t r o l l f e r a s ,  e d i f i c a c i £  
n é s , e t c . } .
A f i n a l e s  d e l  s ig lo  p asad o , se  em pezaron a  u t i ­
l i z e r  p a ra  e s t e  f i n  l e s  s u l f a t e s  de amonio y de d iv e r ­
se s  m e ta le s  p esad o s como Zn y Fe e n t r e  o t r o s .
E l d e s a r r o l lo  de l a  s l n t e s i s  quimica en e l  segun 
do t e r c i o  de e s t e  s ig lo  c o n tr ib u y b  a un avance im porta^ 
te  en e l  t r a ta m ie n to  de l a s  m alas h ie rb a s*  E l p rim er 
p ro d u c to  o rg a n ic 0 de s l n t e s i s  u t i l i z a d o  como h e r b ic id e  
fue e l  DNOC b 2 - m e t i l - 4 ,6 - d in i t r o f e n o l  en e l  afio 1932. 
D iez aSos m&s t a r d e ,  Zimmerman y H itch co ck  (1942) d e s -  
c u b r ie ro n  l a s  p ro p ie d a d e s  d e l 2-4-D  como re g u la d o r  d e l  
c re c im ie n to  v e g e ta l  y , a  p a r t i r  de e s t e  m om ents,se si&  
t e t i z a r o n  num erosos com puestos o rg a n ic os y se  en say a—r 
ron  su s  p ro p ie d a d e s  h e r b ic id e s .
Los t r a b a jo s  de Thomson y c o l .  (1946) so b re  l o s  
e f e c to s  h e r b ic id a s  de l a s  f e n i lu r e a s  s u s t i t u l d a s  a t r a jg  
ron  l a  a te n c ib n  de Bûcha y Todd (1 9 5 0 »  que em plearon 
por p rim era  vez  e l  monurbn. E s te  com puesto h a b la  s id o  
s in t e t i z a d o  un ano a n te s  en l o s  l a b o r a to r io s  de l a  So- 
c ie d a d  Du P on t de Nemours (EEHU) s in  que h u b ie ra  d a d o  
un r e s u l ta d o  s a t i s f a c t o r i o  en e l  e s tu d io  fa rm a c o lô g ico  
con v i s t a s  a  su u t i l i z a c i b n  como m edicam ento en v e te r ^  
n a r ia  ( c o c c id io s i s  d e l  p o l io ) .
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La selectividad de este herblclda a dosis baja j  
su efecto esterilizante sobre bacterias y bongos a  do­
sis mas elevada, fueron descritos por McCall (1952), con 
tribuyendo con sus trabajos a su amplia difusibn.
En l a  a c tu a l I d a d ,  su im p o rta n c ia  como h e r b lc ld a  
s e l e c t i v e  ha id o  decayendo a n te  l a  a p a r ic ib n  en e l  co - 
m ercio  de o t r o s  num erosos com puestos. Se s ig u e  u t i l i -  
zando como c o n t r o l  de p reem erg en c ia  en c u l t i v e s  de a l -  
godbn, cana  de a z û c a r , p iû a  t r o p i c a l  y e s p a r ra g e  a con 
c e n tr a c io n e s  de 1 a  5 Kg/ha (B r ia n , 1976).
La c o n tr ib u c ib n  mas im p o rta n te  so b re  su m ecanis 
mo de a c c ib n  se  debe a  l a s  in v e s t ig a c io n e s  de Cooke 
(1956) y W essels y Van d e r  Veen (1956) que d e s c r ib ie r o n  
su e f e c to  I n h ib ld o r  so b re  l a  re a c c ib n  de B i l l .
Numerosos c i e n t l f i c o s  han u t i l i z a d o  e s te  compue^ 
to  p a ra  e l  e s tu d io  de lo s  a s p e c to s  fundam entales d e l mg_ 
canism o de t r a n s f e r e n c i a  e le c t r b n ic o ,  en l a  f o t o s l n t e -  
s i s  e n t r e  l o s  que cabe d e s ta c a r  a  Ja g e n d o rf  y Âvron
(1959)» S w ee tse r  y Todd (1961)» A shton y c o l .  (1 9 6 1 ),
y  Q in g ra s  (1966) e n t r e  o t r o s .  A ctu a lm en te , e s te  compues 
to  e s  muy u t i l i z a d o  en in v e s t ig a c io n e s  b a s ic a s  en f o t£  
s l n t e s i s  so b re  e l  t r a n s p o r te  e le c t r b n ic o  e n tr e  e l  F o to
s is te m a  I I  (PS I I )  y e l  F o to s i s te a a  I(P S  I )  ( S tu a r t  y
G a ffro n , 1972 a ,  b; Sumida y Ueda, 1973; R u ra isn k l, 1975 
y V ie rk e , 1979).
1 .3 .2 .  A bso rc lbn  y  t r a s lo c a c ib n  d e l CMÜ en p la n ta s  su -  
p e r io r e e .
Los h e r b ic id a s  se pueden a b s o rb e r  v ia  r a d i c u l a r  
0 f o l i a r ,  dependiendo  d e l modo de a p l ic a c ib n  y de l a s  
c a r a c t e r l s t i c a s  f l s ic o - q u im ic a s  d e l  p ro d u c to . U na 'vez  
a b so rb id o , debe s e r  t r a s lo c a d o  h a s ta  su lu g a r  de a c c ib n  
p a ra  in d u c ir  una re s p u e s ta  b io lb g ic a ,  r e spues t a  que de 
pen d erâ  de muchos f a c to r e s ,  s ien d o  lo s  m&s im partan tes:
—  10 —
e l  e s ta d o  de d e s a r r o l lo  de l a  p la n ta ,  l a  lo n g i tu d  de l a s  
r a i c e s  (en  e l  caso  de a b so rc lb n  r a d i c u l a r ) ,  c a r a c t e r l s ­
t i c a s  de l a s  h o ja s  (p a ra  e l  caso  de 3a a b so rc ib n  f o l i a r ) ,  
d is p o n ib i l id a d  de n u t r i e n t e s  m in é ra le s  en e l suelo , y e l  
m etabolism o c a r a c t e r l s t i c o  de cada e s p e c ie  v e g e ta l .
E l monurbn se  ab so rb e  fâ c ilm e n te  por e l  s is te m a  
r a d i c u l a r  y de a l l l  e s  t r a s lo c a d o  a l a s  h o jas,com o  han 
comprobado Bûcha y Todd ( 1 9 5 0  en e x p e r ie n c ia s  r e a l i z a  
das en in v e rn a d e ro , y M cC all ( 1952) y Haun y P e te rson  
( 1954) en su s  t r a b a jo s  en campo, observando que e r a  mas 
e f e c t iv o  cuando se  a p l ic a b a  en e l  su e lo  que po r a p l i c ^  
c iô n  f o l i a r .
E l monurbn puede a b s o rb e rs e  tam bién por h o ja s  y 
estom as (M uzik y c o l . ,  1954, P ic k e r in g ,  1965)» aunque 
su e f e c to  h e r b ic id e  e s  mucho menor deb ido , p r in c ip a lm e n  
t e ,  a  que l a  t r a s lo c a c ib n  a p a r t i r  de l a  h o ja  e s  muy 
pequena. Numerosos a u to r e s ,  e n t r e  l o s  que se pueden c i  
t a r  a C r a f t s  (1959 , 1962, 1967), C r a f t s  y Yamaguchi 
( 1 958 , i 9 6 0 ) .  Fang y c o l .  (1 9 5 5 ), L eonard  y c o l .  (1966) 
Mins h a l l  (1 9 5 4 ), Muzik y c o l .  (1 9 5 4 ), P e r e i r a  y c o l .  
( 1 965 ) ,  Sm ith y S h e e ts  (1 9 6 6 ), Yamaguchi e Islam (1967), 
ban e s tu d ia d o  l a  a b s o rc ib n  y t r a s lo c a c ib n  d e l  monurbn 
en una am p lia  v a r ie d a d  de e s p e c ie s  v e g e ta le s ,s ie n d o  l a  
o p in ib n  unanim e de que e s te  h e r b ic id a  se  ab so rb e  r â p i -  
damente por v ia  r a d i c u l a r  y a una v e lo c id a d  mucho me­
nor por o t r o s  b rg an o s , s ien d o  t r a s lo c a d o  c a s i  e x c lu s i -  
vam ente po r v ia  a p o p la s t ic a .
Es p r s c i s o  te n e r  en c o n s id e ra c ib n  que e l  lu g a r  
de a c c ib n  d e l  monurbn e s  e l  c lo r o p la s to ,  y é s te  est&  
rodeado  de p ro to p la sm a , por l o  que e l  h e r b ic id a  debe 
a t r a v e s a r  e l  plasmalemma y e l  p ro to p la sm a  h a s ta  l l e g a r  
a l  c lo r o p la s to  y , por t a n to ,  ademâs de una t r a s lo c a c ib n  
v ia  s is te m a  a p o p la s t ic o ,  te n d ra  que h ab er una pequena 
t r a s lo c a c ib n  v ia  s im p la s to  . Segûn A shton y C r a f ts  
( 1973 ) ,  dada l a  proxim idad e n t r e  l a  pared  c e l u l a r  y lo s  
c lo r o p la s to s ,  e s t e  m ovim iento p o d rta  r e a l i z a r s e  por
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una s im p le  d i f u s ib n  p a s iv a .  -  —
Con re s p e c to  a l  p ro ceso  de a b s o r c ib n ,e x i s t e  una 
d is c r e p a n c ia  e n t r e  d i s t i n t o s  a u to r e s .  P a ra  D onaldson 
( 1967 ) ,  l a  a b so rc ib n te n d r la  3ugar po r sim p le  d i f u s i b n  
p a s iv a ,  s ie n d o  muy r â p id a  d u ra n te  l a  p rim era  b o ra  y e s  
ta b iliz & n d o s e  a  p a r t i r  de e s t e  moments. S in  embargo , 
G a rc ia  (1972) y Sancho (1975)» o b se rv a ro n  que no exis__ 
t l a  una r e l a c ib n  l i n e a l  e n t r e  l a s  c o n c e n tré e io n e s  de 
monurbn acum uladas en l a s  h o ja s  y l a  c o n c e n tra c ib n  de 
monurbn en l a  s o lu c ib n  n u t r i t i v e ,  lo  que e x p lic a ro n  como 
l a  e v id e n c ia  de un t r a n s p o r te  a c t iv o  que hace aum entar 
l a  c o n c e n tra c ib n  d e l monurbn en e l  jugo  c e lu la r , in c lu s o  
h a s ta  d ie z  v e c e s  l a  e x i s t a n te  en l a  so lu c ib n  n u t r i t i v e .
Como remumen podrlam os a c e p ta r  que e l monurbn se 
a b so rb e  p r in c ip a lm en te  po r v ia  r a d i c u l a r  po r un proceso 
de d i f u s ib n  p a s iv a  y un t r a n s p o r te  a c t iv o  que depende 
de l a  c o n c e n tra c ib n  d e l h e r b ic id a  en l a  so lu c ib n  nutrJL 
t i v a  y e s  mas é v id e n ts  p a ra  b a ja s  c o n c e n tré e io n e s  d e l  
mismo, ya  que, c o n c e n tra c io n e s  mayores a l t e r a n  e l  meta 
b o lism o  norm al de l a s  c é lu l a s  e im piden e s te  t i p o  de 
t r a n s p o r t e ,  se  t r a s l o c a  c a s i  ex c lu s iv am en te  v ia  apopla^ 
to ,  aunque debe a t r a v e s a r  e l  s im p la s to  p a ra  l le g a r  a su 
lu g a r  de a c c ib n . P o r v ia  f o l i a r ,  l a  a b s o rc ib n  e s  mucho 
menor y l a  t r a s lo c a c ib n ,  in c lu s o  en l a s  c o n d ic io n e s  mas 
f a v o r a b le s ,  e s  muy pequefia.
1 .3 . 3 . E fe c to s  d e l  CMÜ so b re  l a  m o rfo lo g la  y  e l  d e e a rro -
11.2.
E l monurbn no p a rece  a c tu a r  so b re  e l  poder germj^ 
n a t iv o  de l a s  s e m il la s ,  como se  deduce de l o s  t r a b a jo s  
de Me C a l l  ( 1952 ) ,  pero  s i  so b re  l a s  p là n tu la s  una vez 
n a c id a s .
D iv e rse s  a u to r e s ,  e n t r e  l o s  que podemos c i t a r  a
'  I :  a
Ic ;;il
C h ris to p h  y F is k  (1 9 5 4 ), G ran t (1964) y Wuu y G ran t (1966) 
o b se rv a ro n  que e l  CMD produce a b e r r a c io n e s  croaos& m icas 
e in h ib e  l a  d iv i s ib n  m i tb t i c a ,  s ie n d o  e s t a  in h ib ic ib n  
mas in te n s a  en e l  a p ic e  d e l t a l l o  que en lo s  m eristem os 
r a d i c u l a r e s .
Sobre l a  p la n ta  co m p lé ta , l o s  e f e c to s  de e s te  
com puesto son mas a p r e c ia b le s  en l o s  t e j i d os f o to s i n t é -  
t i c o s .  La p r im e ra  d e s c r ip c ib n  so b re  l o s  e f e c to s  f i t o t b -  
x ic o s  d e l  CMÜ se debe a  Bûcha y Todd (1 9 5 1 ), que o b se r­
v aron  un e n v e je c im ie n to  p rem atu ro  de l a  p a r te  m arg in a l 
de l a s  h o ja s  con a p a r ic ib n  p o s t e r io r  de una c l o r o s i s  -  
p ro g re s iv a  y un r e ta r d o  d e l  c re c im ie n to , p a ra  f i n a l i z a r  
con l a  m uerte de l a  p la n ta .  T rab a jan d o  so b re  p la n ta  corn 
p i e t a ,  M in sh a ll (1957) d e s c r ib e  dos t i p o s  de s ln to m as  ; 
uno "agudo" y o t r o  " c rb n ic o " .  E l p rim ero  se  c a r a c t e r i z a  
por l a  a p a r ic ib n ,  a l o s  t r è s  o c u a tro  d ia s  de e fe c tu a d o  
e l  t r a ta m ie n to ,  de unas manchas n e c r b t i c a s  en l a s  h o ja s  
p re c e d id a s  po r e l  d e s a r r o l lo  de a r e a s  de c o lo r  v e r  de 
c la r o .  P a ra  que ap a re z ca n  e s  n e c e s a r ia  una c o n c e n tra — 
c ib n  f o l i a r  in te r n a  de 100 \kg/g  de h o ja  f r e s c a .  E l s e -  
gundo se  c a r a c t e r i z a  por l a  a p a r ic ib n  de u n as manchas 
s if f l i la re s  a l a s  a n te s  d e s c r i t a s ,  o t r a s  p la te a d a s  y 
o t r a s  g r i s à c e a s ,  m arch itam ien to  de t a l l o s  y p e c io lo s  , 
a m a r il le a m ie n to  r a p id e ,  a b s c is ib n  y c l o r o s i s  p a r c i a l , 
e s ta n d o  e s to s  s ln to m as  e s p e c i f ic o s  in f lu e n c ia d o s  por l a  
e s p e c ie  v e g e ta l ,  l a s  d o s is  a d m in is t r a d a s ,  l a s  c o n d ic io ­
n es  a m b ie n ta ie s  y e l  tiem po t r a n s c u r r id o  d esp u és d e l  
t r a ta m ie n to .  E s to s  s ln to m a s , en e l  caso  " c rb n ic o " ,  n e -  
c e s i t a n  v a r io s  d la s  p a ra  d e s a r r o l l a r s e  y ap a re c en  a co^ 
c e n tr a c io n e s  f o l i a r e s  in t e r n a s  m enores de 50  pi g /g  de 
peso f r e s c o .
Se d e s c r ib e n  tam bién por A shton y C r a f t s  (1973) 
dos t i p o s  de c l o r o s i s ,  una r â p id a  que re c u e rd a  a l  env£ 
je c im ie n to  norm al pero  que a p a re c e  mucho a n te s  y se  l £  
c a l i z a  de p r e f e r e n c ia  en l a s  p ro x im id ad es de l a s  venas
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p rim a rla B , y o t r a  p a r c ia l  que a f e c t a  a l a  h o ja  com pléta . 
Se ha obeervado  que lo s  e f e c to s  t& x ico s d e l monurbn son 
mâs In te n e o s  cuando se  fa v o re c e  l a  t r a n s p i r a c lb n  de l a  
h o ja .  M in sh a ll  ( I9 6 0 ) ,  a l  m edir e l  agua p e rd id a  per l a s  
h o ja s  de ju d la  cuyos p e c io lo s  h ab lan  e s ta d o  en una sol&  
c ib n  ac u o sa  de monurbn, observb  que, p a ra  13 mg de monu 
rb n  p o r gramo de h o ja  f r e s c a ,  se re d u c l a  l a  t r a n s p i r a -  
c ib n  en un 30% con r e s p e c to  a l a s  h o ja s  c o n t r ô le s .  E l 
a u to r  no pudo e x p l ic a r  b ie n  e s te  fenbmeno, a tr ib u y é n d o  
lo  a  una in f lu e n c ia  d i r e c t a  so b re  l a  a p e r tu r e  de los eg  
tom as m&s que a l  e f e c to  d e l  monurbn so b re  l a  f o t o l i s i s  
d e l a g u a . I n v e s t ig a c io n e s  p o s t e r io r e s ,  A shton ( I 9 6 3 ) y 
Det ro u x  (1 9 6 6 ), dem o stra ro n  que e l  e f e c to  d e l  CMU so b re  
e l  c re c im ie n to  de l a s  p la n ta s  no se  debe a su p o s ib le )n  
f lu e n c ia  en e l  mecanismo de l a  t r a n s p i r a c lb n .
Los t e j i d o s  no f o t o s i n t b t i c o s  tam bién se  ven 
a f e c ta d o s ,  de modo a d v e rs e , por e s t e  h e r b ic id a .  E l ef%g 
to  d e l  CMU so b re  l a s  r a i c e s  de d i f e r e n t e s  e s p e c ie s  v e ­
g e t a l e s  ha s id o  e s tu d ia d o  p o r Muzik y c o l .  (1 9 5 4 ), 
M in sh a ll ( I 96O) y V oderberg  ( I 9 6 I ) ,  comprobando que tigi 
ne un e f e c to  d i r e c t e  ta n to  so b re  l a  r a l z  I n t a c t a  como 
so b re  l a s  e s c ln d id a s ,  aunque é s te  e s  mayor y se  mani— 
f i e s t a  a  menor c o n c e n tra c ib n  de h e r b ic id a  cuando l a s  
r a i c e s  son c l o r o f l l i c a s  como l a s  d e l  H v d ro ch a ris  mor— 
a u s ra n a e .
En t e j i d o  c a l lo s o  no f o t o s i n t é t i c o  de tab aco , -  
Jo rd a n  y c o l .  ( I 9 6 6 ) m o stra ro n  que e s t e  h e r b ic id a  pue­
de i n h i b i r  e l  c re c im ie n to  de o t r o s  b rganos d i f e r e n t e s  a 
l a s  r a i c e s  por mecanismos en lo s  que no in t e r v i e n s  l a  
f o t o s l n t e s i s .
Podemos c o n c lu i r ,  po r ta n to ,  que e l  CMU e je 'rc e  
su e f e c to  f i t o t b x i c o ,  de p r e f e r e n c ia ,  en e l  t e j i d o  fo ­
t o s i n t é t i c o  de l a s  p la n ta s ,  observândose  e s to s  e f e c to s  
t a n to  en t r a ta m ie n to  agudo como en c rb n ic o , y p r i n c i — 
palm ente  en l a s  h o ja s ,  con a p a r ic ib n  de manchas de
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d t e t i n t o s  t i p o s ,  c lo r o s i s  y e n v e je c ia ie n to  a c e le ra d o  ^  
r a  c o n t in u a r  por m arch itam ien to  de t a l l o s  y p e c io lo s  , 
a b s c is ib n  y m uerte  p rem atu ra  de l a  p la n ta ,
1 .3 .4 .  E fe c to  d e l CMÜ so b re  l a  r e s n i r a c ib n  y  e l  m etabo­
lism o  g e n e ra l  de l o s  v e g e ta le s .
Se han p u b lic  ado muy pocos t r a b a jo s  so b re  cQ. e fe £  
to  d e l CMU en l a  r e s p i r a c io n  de l o s  v e g e ta le s .  Es de 
d e s ta c a r  e l  de L o t l ik a r  y c o l .  ( I 9 6 8 ) que dem uestra  que 
e s te  h e r b ic id a  puede i n h i b i r ,  de modo a p r e c ia b le  , l a  
f o s f o r i l a c ib n  o x id a t iv a  a c o n c e n tra c io n e s  com prendidas 
e n t r e  Î0 “ 2 M y 10"4 M, re d u c ié n d o se  en un 40 % a p ro x i-  
madamente l a  e s t e r i f l c a c i b n  d e l fb s fo ro  in o rg a n ic s  en 
h o ja s  de r e p o l i s ,  m ie n tra s  que l a  in c o rp o ra c ib n  de oxjL 
geno a l a s  m ito c o n d r ia s  de l a  misma e sp e c ie  v e g e ta l  se 
r e d u c la  en aproxim adam ente un 20  % en ig u a ld a d  de con­
d ic io n e s .
En lo  que r e s p e c ta  a su e f e c to  so b re  e l  m etabo­
lis m s  i n te r m e d ia r io , e x i s t e  tam bién  poca in fo rm ée ib n , 
pero  p a re c e  é v id e n te  que a f e c t a  de modo ad v e rso  a lo s  
n iv a le s  de produc c ib n  de h id r a to s  de ca rb o n s  en las pLag 
t a s ,  como se  deduce de l o s  t r a b a jo s  de Cooke (1955) que 
observb  un g ran  d escen so  d e l c o n te n id o  de a z û c a re s  en 
l a s  p la n ta s  t r a t a d a s  con monurbn. A s im i la r e s  r e s u l t a -  
dos l l e g a n  W alsch y Grow (1971) u t i l i z a n d o  e s p e c ie s  se 
le c c io n a d a s  de a lg a s  m arin as  como s u s t r a t o  y d ife re n te s  
c o n c e n tra c io n e s  de d iv e r s e s  h e r b ic id a s  d e r iv a d o s  de l a  
u r e a ,  en co n tran d o  que l a  in h ib ic ib n  l le g a b a  a s e r  hasta  
d e l 60 % e in c lu s o  s u p e r io r  en l a s  e s p e c ie s  mâs su scep ­
t i b l e s .
Son de d e s ta c a r  tam bién l a s  in v e s t ig a c io n e s  so ­
b re  l a  in h ib ic ib n  de l a  b i o s i n t e s i s  de l l p i d o s  com ple- 
jo s  y so b re  e l  c o n ju n to  de l l p i d o s  t o t a l e s  r e a l i z a d a  -  
por Sumida y Ueda (1 9 7 3 ), en l a s  que se  o bserva  que e l
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e f e c to  ia h ib ld o r  de e s te  h e r b ic id a  ee  ta m b iin  muy apre, 
c i a b l e .
1 * 3 .5» E fe c to  d e l  CMÏÏ eobre  l a  f o to s ln te e lB .
E l e f e c to  d e l  CMU so b re  l a  f o t o s l n t e s i s  se  d e s -  
c u b r ih  poco d esp u es de su s  p ro p ie d a d e s  h e r b ic id a s .  A mg 
d ia d o s  de l a  decada de l o s  c in c u e n ta  (W essels y Van dsr 
Veen, 1956) 7 p r in c ip io s  de l a  de l o s  s e s e n ta  (A shton 
y c o l . ,  1961 ) ,  com probaron que l a s  h o ja s  de l o s  veg e­
t a l e s  p e rd la n  su cap ac id ad  de a s im i la r  CO  ^ cuando se 
t r a ta b a n  con CMU. Su e f e c to  io h ib id o r  so b re  l a  re a c d tn  
de H i l l  fu e  tam bién  e s tu d ia d o  po r num erosos a u to r e s ,  en 
t r e  l o s  que podemos c i t a r  a  Cooke (1 9 5 6 ), B ishop (1958), 
J a g e n d o rf  y Avron (1 9 5 9 ), Q in g ra s  y Lemasson (1963 , -
1965 ) ,  R u ra in s k i  (1975) 7 V ie rk e  (1 9 7 9 ), s ie n d o  l a  h i -  
p 6 te s i s  m&s am pliam ente a c e p ta d a  l a  que a f irm a  que e l  
CMU in h ib e  l a  f o t o l i s i s  d e l  agua a l  b lo q u e a r  e l  t r a n s ­
p o r te  de e l e c tr ô n e s  e n t r e  l o s  dos f o to s is te m a s .
Dado que en n u e s tro  t r a b a jo ,  vamos a e s tu d ia r  %  
p e c ia lm e n te  l o s  e f e c to s  d e l CMU en e l  t r a n s p o r te  e l e c ­
t r b n ic o  a  n iv e l  de l a  re a c c ib n  de H i l l  7 de l a  fo to c a r  
b o x i la c ib n ,  describlrem os e s to s  p ro c e so s  con mas d e t a i l s .
1 .3 . 5 . 1 . D e sc r ip c ib n  d e l p ro ceso  f o t o s i n t é t i c o .
E l p r in c ip a l  a p o r te  de e n e rg la  en l a  b i o e s f e r a  
p ro v ie n s  de l a  c o n v e rs ib n  de l a  e n e rg la  s o la r  en  e n e r­
g la  q u im ica , que se  r e a l i z a  en lo s  c lo r o p la s to s  de a l ­
gas y p la n ta s  v e rd e s .
En lo s  c lo r o p la s to s  t ie n e n  lu g a r  dos t i p o s  de 
re a c c io n e s :  u n as lu m in o sas y o t r a s  o s c u ra s . En l a s  p r i  
m eras, se  c a p ta  l a  e n e rg la  lum inosa  que, a  t r a v é s  d e  
una s e r i e  de p ro c e s o s , se  u t i l i z a r é  en l a  fo rm acibn  de
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ATP y poder r e d a c to r  (NADPH) que, a eu vez , eer&n u t i -  
l l z a d o s  en l a  fa e e  o scu ra  p a ra  r e d u c i r  e l  COg y t r a n e -  
fo rm a rlo  en h ld r a to e  de carb o n o . P a ra  e s te  f i n ,  e z ie te n  
en lo e  t i l a c o i d e s  de l o s  c lo r o p la s to s  p igm entos e n c a r -  
gados de c a p ta r  l a  lu z  que se e n c u e n tra n  ag ru p ad o s en 
"u n id a d e s  f o t o s i n t e t i c a s "  in d e p e n d ie n te s  denominadas f ^  
to s is te m a s .  P a re c e  s e r  que ta n to  en a lg a s  como en pla& 
t a s  s u p e r lo r e s ,  e z ie te n  dos t ip o e  de fo to s is te m a s ,  d e - 
nom inados I  y I I  (P S -I  y P S - I I )  que cooperan  de forma 
s e c u e n c ia l  en l a  t r a n s f e r e n c i a  de e le c t r o n e s  desde  e l  
agua a l  NADP (Boardam, 1970). Ambos f o to s is te m a s  co n ti£  
nen c l o r o f l l a  a ,  c l o r o f i l a  b y c a ro te n o id e s ,  p e ro  en 
p ro p o rc io n e s  d i f e r e n t e s .  Las c l o r o f i l a s  t ie n e n  dos ma- 
xtmOB de a b s o rc ib n , uno en e l  r o jo  ( e n t r e  640 y 6 7 0 Jm) 
y o t r o  en e l  a z u l  ( e n t r e  410 y 440 nm ), m ie n tra s  que 
lo s  c a ro te n o id e s  ab so rb en  en l a  zona a z u l  y v e rd e  (en ­
t r e  410 y 500  nm).
Aunque no se  conoce exac tam en te  e l  nûmero de mo­
l e c u le s  que in te r v le n e n  en un fo to s is te m a  t i p o ,  l a  o p i­
n ib n  mas e x te n d id a , e s  l a  que ad m its  que p a r t i c ip a n  uzas 
250  m o lecu le s  de c l o r o f i l a  (a  y b) y unas 50  de c a r o te ­
n o id e s .
La e n e rg la  de l o s  c u a n to s  de lu z  que l l e g a  a  l a s  
m o lecu les  de l o s  p igm entos que in te g r a n  l o s  f o t o s i e t e -  
mas p roduce una e x c i ta c ib n  de l o s  e le c t r o n e s  c o r t ic a le s ,  
s ie n d o  e l  e s ta d o  de e x c i ta c ib n  ta n to  mayor c u a n to  menor 
sea  l a  lo n g i tu d  de onda de l a  r a d ia c ib n  lu m in o sa . La 
e n e rg la  a b s o rb id a  se  t r a n s m its  de unas m o lecu les  a o tra s  
por re s o n a n c ia ,  s ie n d o  de un 100% l a  e f i c i e n c i a  de l a  
t ra n s m is ib n  p a ra  l a s  m o lécu la s  de c l o r o f i l a  y de un 40% 
p a ra  l a s  de l o s  c a ro te n o id e s  a l a  c l o r o f i l a .  E l a c e p to r  
f i n a l  de l a  e x c i ta c ib n  e s  una m o lécu la  de c l o r o f i l a  a 
(a s o c ia d a  p robab lem ente  a p r o t e ln a s ) ,  que c o n s t i tu y e  e l 
c e n t r e  de r e a c c ib n .  En l a  f ig u r a  1 se  r e p r e s e n t s , en fo r  
ma de esquema en Z, e l  fu n c io n am len to  de lo s  dos fo to -
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s is te m a s  que c o n s t i tu y e n  e l  a p a ra to  f o t o s i n t é t i c o  de 
l a s  a lg a s  y l a s  p la n ta s  v e rd e s .
En e l  P S - I , e l  c e n tro  de re a c c ib n  e s t a  c o n s t i—» 
tu ld o  por e l  P -7 0 0 , que e s  una m o lécu la  de c l o r o f i l a  a 
que d e c re c e  en l a  a b so rc ib n  de l a  lu z  de 700 nm cuando 
se  i lu m in a . Cuando e l  P-700 rec o g e  l a  e x c i ta c ib n  de lo s  
p igm entos que lo  acompaâan en e l  P 5 - I ,  uno de l o s  e le c ­
t ro n e s  c o r t i c a l e s  a lc a n z a  un p o te n c ia l  s u f i c i e n t e  como 
p a ra  s e r  t r a n s f e r ld o  a  l a  f e r r e d o z in a  (F d ) , que e s  una 
p r o te ln a  de b a jo  peso  m o le c u la r  (1 2 .0 0 0  aprozlm adam en- 
t e ) ,  tran sfo rm an d o se  en P -700  o x id a n te  d é b l l  con un 
p o te n c ia l  de t ip o  medio d e l  o rden  de - 0 .6  v . Segûn Beaj^ 
den y M alkin  (1 9 7 2 ), p a re c e  s e r  que e l  com puesto i n t e r -  
m e d ia rio  "Y" e n t r e  e l  P -700 y l a  f e r r e d o z in a  so lu b le , e s  
o t r o  com puesto denominado " f e r r e d o z in a  l ig a d a "  (bFd) , 
que a c tû a  como o x id a n te  d e l  P-700 en p re s e n c ia  de la  lu z . 
La f e r r e d o z in a  re d u c id a  e s  capaz  de r e d u c i r  a l  n i c o t i n -  
a d e n ln -d in u c le b t id o  f o s f a to  (NADP) q ue , a  su v e z , con 
l a  ayuda de l a  e n e rg la  s u m in is tra d a  po r e l  ATP, e s  ca— 
paz de r e d u c i r  e l  carbono c a r b o z l l i c o  d e l  à c id o  fo s fo — 
g l i c é r i c o  (PQA), que e s  l a  p rim era  m o lécu la  en l a  que 
ap a re c e  f i j a d o  e l  carbono a tm o s fé r ic o .
E l d é f i c i t  de e le c t r o n e s  c re a d o  en l a  m o lé c u la  
de P-700 e s  r e p u e s to  por o tro  f o t o s i s t e a a ,  e l  P S - I I  que, 
a su v e z , toma l o s  e le c t r o n e s  de l a  m o lécu la  de a g u a  
(a  t r a v é s  de un o x id a n te  Z ), l ib e r à n d o s e  oz lgeno  mdlecji 
l a r .  La o x id a c ib n  d e l agua y e l  d e sp re n d im ie n to  de una 
m o lécu la  de ozlg en o  r e q u ie re n  l a  a b s o rc ib n  s e c u e n c ia l  de 
c u a tro  c u a n to s  y l a  acum ulacibn  de c u a tro  é q u iv a la n te s  
de o x id a c ib n  (C h en iae , 1970; C heniae y M a rtin , 1973). El 
mecanismo por e l  c u a l se  ox id a  e l  ag u a , to d a v la  no ' se 
conoce , aunque e s t a  e s ta b le c id o  que se  n e c e s i t a  manga­
n è se , p robab lem en te  en forma de com plejo  m anganeso-pr£  
te ln a  y C l"  (Boardman, 1975 7 R onger, 1978),
E l c e n tro  de re a c c ib n  d e l P S - I I  p a rece  s e r  o t r a
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m olécu la  e s p e c ia l  de c l o r o f i l a  a ,  que ab so rb e  a 682 nm 
(P -682) y que , a l  e z c i t a r s e ,  t r a n s i f e r e  un e le c t r ô n  a 
un com puesto fu e r te m e n te  reduc t o r  que ha s id o  i d e n t i f i -  
cado como C -55O p o r K naff y Arnon ( 1969)1  capaz  de regg 
n e r  l o s  e l e c t r o n e s  a l  P S -I a  t r a v é e  de una s e r i e  de -  
t r a n s p o r ta d o r e s  t a i e s  como l a  p la s to q u in o n a  (PQ) y l a  
p la s to c ia n in a  (PC ).
D ebido a l a  c a id a  de p o te n c ia l  e x i s t a n te  en e s te  
t r a n s p o r te  de e l e c t r o n e s ,  se  d esp ren d e  e n e rg la  que se 
ap ro v ech a  p a ra  f o s f o r i l a r  una m o lécu la  de ADP y c r e a r  
un e n la c e  r i c o  en e n e rg la  en form a de ATP que se  u t i l i -  
z a râ  p o s te r io rm e n te  en  l a  re d u c c ib n  d e l  PQA. E l d é f i c i t  
de e l e c t r o n e s  c re a d o  en e l  P -700  puede s e r  re p u e s to  ta s  
b ié n  a  p a r t i r  de l a  f e r r e d o z in a  re d u c id a  a t r a v é s  de 
una s e r i e  de c ito c ro m o s  que , a l  d e v o lv e r  e l  e le c t r b n  a l  
P-7 0 0  c e r r a r l a n  un c i c l o  an à lo g o  a l  que o c u rre  en l a s  
b a c t e r i a s  y , en l a  c a ld a  de p o te n c ia l ,  se p ro d u c ira  ATP 
por l a  f o s f o r i l a c i b n  d e l  ADP ( f o s f o r i l a c i b n  c lc l ic a ) a u a
que no se  produzca  poder re d u c t o r .
Como resum en d e l  p ro ceso  f o t o s i n t é t i c o ,  podemos 
d e c i r  q u e , a t r a v é s  de una s e r i e  de r e a c c io n e s  que ocu 
r r e n  en l o s  c lo r o p la s to s ,  l a  e n e rg la  lum inosa  e s  c a p t^  
da p o r l o s  f o to s is te m a s  y alm acenada en com puestos r i -  
,C06 en e n e r g la .  En e s te  p ro c e so , se  rompe l a  m o lé c u la  
de agua con l i b e r a c ib n  de Og y l o s  e le c t r o n e s  r é s u l t a ^  
t e s  son e le v a d o s  h a s ta  un p o te n c ia l  s u f i c i e n t e  p a ra  r ^  
d u c i r  a  l a  m o lécu la  de COg, g a s ta n d o  p a r te  d e l  ATP fo r  
mado en e l  p ro ceso  f o t o s i n t é t i c o .
Se pueden d i s t i n g u i r ,  po r t a n to ,  dos t i p o s  de 
r e a c c io n e s ;  u n a s , en l a s  que in te r v ie n e  l a  l u z ,  y l a  
e n e rg la  lum inosa  e s  u t i l i z a d a  en form ar ATP y poder r e ­
duc t o r  (NADPH) y o t r o  segundo t ip o  de r e a c c io n e s ,  l a s  
o s c u ra s , en l a s  que l o s  p ro d u c tos form ados en l a s  re a c ­
c io n e s  lu m in o sas  (ATP y NADPH) son u t i l i z a d o s  p a ra  re d ^
c i r  e l  carbono  f i j a d o  segûn l a  ecu a c ib n :
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COg + 4 HgO —  (H-COH) + 3 HgO + Og 
AG = 114 Kcal
La in c o rp o ra c ib n  d e l  COg a tm o s fé r ic o  a  l a  m ate­
r i a  o rg a n ic a  se  r e a l i z a  a t r a v é s  de l a s  r e a c c io n e s  d e l  
c i c lo  de C a lv in  (C a lv in , 1956, 1962; C a lv in  y Bassham, 
1962) ,  en e l  que l a  m olécu la  a c e p to ra  de COg e s  l a  r i -  
b u lo sa  d i f o s f a t o  (RuDP), l a  c u a l ,  da o r ig e n  a  dos mo­
lé c u la s  de PGA, que son re d u c id a s  a a ld e h id o  f o s f o g l i -  
c e r ic o  en una re a c c ib n  que n e c e s i t a  dos m o lécu las  de 
NADPH y de ATP, La re g e n e ra c ib n  de l a  RuDP se  r e a l i z a  a 
p a r t i r  de l a s  m o lécu las  de t r i o s a  f o s f a to  form adas , de 
t a l  manera que, de cada 6 t r i o s a - f o s f a t o  p ro d u c id a s  en 
l a  f i j a c i b n  de 3 m o lécu las  de COg po r 3 m o lécu la s  de 
RuDP, una s o la  r e p r é s e n ta  l a  g a n a n c ia  n e ta  de l o s  t r è s  
àtom os de ca rb o n o , u t i l iz & n d o s e  l â s  c in c o  r e s t a n t e s  en 
re g e n e ra r  l a s  t r è s  m o lécu la s  de RuDP consum idas.
P o r cada  m o lécu la  de COg f i j a d a  se  r e q u ie r e  g ae- 
t a r  3 m o lécu la s  de ATP y 2 de NADPH p a ra  l a  re d u c c ib n  
d e l  carbono  y l a  re g e n e ra c ib n  de l a  RuDP, En form a muy 
esq u em a tizad a , se  p o d r la  re s u m ir  e l  p ro ceso  en l a  s i -  
g u ie n te  e c u a c ib n :
COg + 3 ATP + 2 NADPH + 2H^ ------ -
(CHgO) + 3 ADP + 3 P i + 2 NADP* + 2 HgO
1 .3 . 5 . 2 . E fe c to  d e l  CMU so b re  l a  r e a c c ib n  de H i l l .
En 1937 , H i l l  observ b  que cuando se  ilu m in ab a  
una su sp e n s ib n  de c lo r o p la s to s  de e sp in a c a  en p re se n — 
c ia  de un a c e p to r  de e l e c t r o n e s ,  se  cum plla  l a  s ig u ie ^  
t e  e c u a c ib n  que l i e v a  su nombre:
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2 HgO + 2 A 2AHg + Og
S ien d o  A e l  a c e p to r  de e le c t r o n e s  y AHg su f o r ­
ma r e d u c id a .  £1 p ro ceso  se  puede c u a n t l f i c a r  v a lo ran d o  
ya  s e a  e l  oz lg en o  d esp ren d id o  o l a  c a n tid a d  de a c e p to r  
r e d u c id o  (H a ll  y Rao, 1972). Como a c e p to r  de e le c trc n e s  
s e  pueden u t i l i z a r  d i s t i n t a s  s u s ta n c ia s ,  gen era lm en te  
c o lo re a d a s ,  que in te r c e p ta n  e l  t r a n s p o r te  de e l e c t r o — 
n es  desde  e l  agua h a s ta  e l  NADP* a d i s t i n t o s  n iv e le s  de 
l a  cadena de t r a n s p o r t e ,  s ien d o  l a s  m&s u t i l i z a d a s  e l  
m e ti lv io lb g e n o , l a  p - fe n ile n o d ia m in a , e l  f e r r ic ia n u r o y  
e l  d ic lo r o f e n o l in d o f e n o l .
La in h ib ic ib n  de l a  re a c c ib n  de H i l l  ( H i l l ,  1939) 
por l o s  h e r b ic id a s  d e r iv a d o s  de l a  u re a ,  ha s id o  objeto  
de num erosas in v e s t ig a c io n e s ,  e n t r e  l a s  que cabe c i t a r  
l a s  de J a g e n d o rf  y Avron (1 9 5 9 ), Bam berger y co l.(1963% 
G in g ra s  y c o l .  (1 9 6 3 ), Homann y G affro n  (1 9 6 3 ), Izawa 
y Good ( 1965 ) ,  Izaw a (1 9 6 8 ), M akeeve-G ur' yanova y Chk^ 
nikov ( 1968 ) ,  McMahon y B orograd ( I 96 8 ) ,  K ylin  y c o l .  
( 1972 ) ,  Sundberg y K y lin  (1 9 7 2 )y R u ra in s k i (1975) • La 
m ayorla  de e l l o s  s i tû a n  e l  lu g a r  de a c c ib n  mas p robable  
p a ra  e s t e  t ip o  de h e r b ic id a s  en e l  F o to s is te m a  I I  y muy 
prbzim o a l  d e sp re n d im ie n to  de O2 . S in  em bargo, A sahi y 
Ja g e n d o rf  (1 9 6 3 ) '7  S a rg e n t y T a y lo r (1 9 7 2 ), han demos- 
tr a d o  que e l  CMU tambi&n puede i n h i b i r  e l  F o to s is te m a  
I ,  p e ro  a  c o n c e n tra c io n e s  de h e r b ic id a  muy s u p e r lo r e s  a 
l a s  n e c e s a r ia s  p a ra  i n h i b i r  e l  P S -I I ,  y como e s te  l e  prg 
ced e , no p a re c e  p ro b a b le  que se a  un f a c to r  s i g n i f i c a t ^  
VO en su s  p ro p ie d a d e s  h e r b ic id a s .  £n l o s  t r a b a jo s  de 
M oreland (1967) y M oreland y Blackmon ( I 9 6 8 ) , u t i l i z a g  
do una su sp e n s ib n  de c lo r o p la s to s  ilu m in a d o s , agua como 
donador de e l e c t r o n e s ,  DPIP como a c e p to r  de lo s  mismos 
y CMU como in h ib id o r  de l a  re a c c ib n  de H i l l ,  se c o n s i­
d é ra  que e l  lu g a r  de a c c ib n  de e s te  com puesto se puede
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s l t u a r  en e l  P S - I I  e n t r e  e l  com puesto Q y l a  p la s to — 
q u ln o n a , hecho que se  co n firm a  a l  o b se rv a r  que aum enta 
l a  f lu o r e s c e n c ia  d e l  P S - I I ,  l o  que hace suponer que Q 
se  red u ce  com pletam ente y p ie rd e  su c a p a c id ad  de tran jg  
f e r i r  un e le c t r b n  a l  P S -I y a l  in te r ru m p ir s e  e l  t r a n s ­
p o r te  e l e c t r b n ic o  se  im pide l a  re d u c c ib n  d e l  DPIP.
Se puede e s ta b le c e r  una r e l a c ib n  l i n e a l  e n t r e  e l  
lo g a r ltm o  d ec im al de l a  c o n c e n tra c ib n  de h e r b ic id a  en 
e l  medio de re a c c ib n  p a ra  v a lo r e s  com prendidos e n t r e
10-4 M y 10-8 M y l a  in h ib ic ib n  de l a  re a c c ib n  de B i l l ,  
como han comprobado Q in g ra s  y c o l .  (1963) y Sancho -  
( 1975 ) u t i l i z a n d o  c lo r o p la s to s  a i s l a d o s  de e s p in a c a  y 
cebada r e s p e c t lv a a e n te ,  G a rc ia  (1 9 7 2 ), u t i l i z a n d o  c lo ­
r o p la s to s  a i s l a d o s  de ju d la ,  av en a , ceb ad a , a l f a l f a  y 
e s p in a c a , e n c u e n tra  que e l  poder in h ib id o r  d e l  CMU en 
l a  re a c c ib n  de H i l l  depende, ademâs de l a  concen tracibn  
d e l  h e r b ic id a ,  de l a  r e l a c ib n  m o le c u la r  CM U/clorofUa y 
de l a  e s p e c ie  v e g e ta l  c o n s id e ra d a .
1 .3 . 5 . 3 . E fe c to  d e l  CMU en l a  F o to c a rb o x i la c ib n .
Como ya hemos in d ic a d o  a n te r io r m e n te , a l  in h ib ir  
se  e l  t r a n s p o r te  de e le c t r o n e s  en l a  f o t o s l n t e s i s ,  se  
im pide l a  fo rm acibn  d e l  poder re d u c t o r  n e c e s a r io  p a ra  
r e d u c i r  e l  COg y , en c o n se c u e n c ia , se  im pide l a  forma­
c ib n  de h id r a to s  de carbono con e l  c o n s ig u ie n te  a g o ta -  
m iento  de l a s  p la n ta s  t r a t a d a s .  Sancho (1975) e s tu d ia  
e l  e f e c to  d e l  CMU en l a  a s im ila c ib n  d e l  14cQ2 p la n ­
t a s  de cebada y o b serv a  que c o n c e n tra c io n e s  de h e rb ic ^  
ca  d e l  o rden  de 1 0 "4  M, in c o rp o ra d o s  en l a  so lu c ib n  nji 
t r i t i v a ,  l a  in h ib e n  to ta lm e n te .
D iv e rse s  in v e s t ig a d o r e s  han comprobado que un 
sup lem ento  ezbgeno de h id r a to s  de carbono  a  p la n ta s  t r a  
ta d a s ,  r e t r a s a  l o s  e f e c to s  tb z ic o s  de a lg u n o s  h e r b ic i ­
d as  d e r iv a d o s  de l a  u re a  (D av is , 1966), pero  no im piden
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e l  dafio cuando l a s  h o ja s  de l a  p la n ta  t r a t a d a  son ya 
m aduras, ace ler& ndose  in c lu s o  e l  p ro ceso  en p re se n — 
c ia  de l a  lu z  y s ien d o  mâs acu sad o  cu an to  mayor e s  l a  
in te n s id a d  de l a  misma (M in sh a ll , 1957).
En resum en, se  puede c o n s id e ra r  que e l  e f e c to  
h e r b ic id a  d e l  CMU se  produce por l a  in h ib ic ib n  d e l tranjg 
p o r te  e le c t r b n ic o  y se  puede s i t u a r  su lu g a r  de a c c ib n  
en un p u n to  prbzim o a l  d e sp re n d im ie n to  de ozlgeno  en e l  
P S - I I .  Como c o n se c u e n c ia , se  impide l a  fo rm acibn  d e l ATP 
y d e l  NADPH, n e c e s a r io s  p a ra  l a  a s im ila c ib n  d e l  COg.
S in  em bargo, hay a u to r e s  que op inan  que b e ta  no 
e s  l a  û n ic a  cau sa  que e z p liq u e  lo s  s ln to m as f i t o t b z l c o s  
d e p e n d ie n te s  de l a  lu z ,  y aunque no e s t i  comprobado, mi^  
chos c o n s id e ra n  que adem&s debe fo rm arse una s u s ta n c ia  
f i t o t b z i c a ,  to d a v la  no i d e n t i f i c a d a ,  prbzim a a l  lu g a r de 
l i b e r a c ib n  d e l  oz lgeno  f o t o s i n t é t i c o  (M oreland y B lack ­
mon, 1968 ) .
1 .3 . 5 . 4 . E fe c to  d e l  CMU so b re  l a  a c t iv id a d  f o t o s l n t b t l -  
c a d e  a lg a s  u n i c e l u l a r e s .
Los h e r b ic id a s  d e r iv a d o s  de l a  f e n i lu r e a ,  p r in c ^  
palm ente e l  CMU y e l  DCMU, han s id o  u t i l i z a d o s  por nume 
ro s o s  in v e s t ig a d o r e s  p a ra  i n t e n t a r  e s c la r e c e r  d i f e r e n -  
t e s  a s p e c to s  de l a  A .F . de a lg a s  u n i c e lu l a r e s .
M erecen c i t a r s e ,  e n t r e  o t r o s ,  l o s  t r a b a jo s  de 
B ishop  ( 1958 ) ,  Maloney (1 9 5 8 ), Duysens y Amess (1 9 6 2 ), 
G in g ras  (1 9 6 6 ), T e ic h le r - Z a l le n  y Hoch (1 9 6 7 ), K ylin  y 
c o l ,  ( 1972 ) ,  Sundberg y K y lin  (1 9 7 2 ), S tu a r t  y G affron  
( 1 9 7 2 a ,1 # ir a in s k i  (1975) 7 V ie rk e  (1 9 7 9 ).
U ti l iz a n d o  CMU como in h ib id o r  y C h lo r e l la  Pyrenc4 
dosa como organism o f o t o s i n t é t i c o ,  G in g ra s  ( I 9 6 6 ) e s tu -  
d ib  l a  in h ib ic ib n  d e l  d e sp re n d im ie n to  e s ta c io n a r io  de Og 
en f u n e ib n  de l a  in te n s id a d  lu m in o sa , de l a  te m p e ra tu ra
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y  de l a  d ep en d en c ia  e s p e c t r a l  y , a  t r a v é s  de l o s  c lilb u -  
l o s  c in é t l c o s  c o r r e s p o n d le n te s ,  i n t e n t é  e x p l ic a r  e l  l u ­
g a r  y  e l  mecanismo de a c c ib n  de e s t e  in h ib id o r .  A c o n t i  
n u ac ib n  se d e t a l l a n  lo s  r e s u l t a d o s  o b te n id o s  por e s te  
a u to r :
a )  I n h ib ic ib n  en fu n c ib n  de l a  in te n s id a d  lu m in o sa .
S i a  una su sp e n s ib n  de C h lo r e l la ,  ilu m in ad a  con 
una in te n s id a d  de lu z  d é b i l ,  se  l e  a d ic io n a  CMU en una 
c o n c e n tra c ib n  d e l  o rden  de 4 z  10""7 M, se  produce una 
in h ib ic ib n  d e l d e sp re n d im ie n to  de Og d e l  ^0%  , S i  l a  i g  
te n s id a d  de l a  lu z  u t i l i z a d a  e s  f u e r t e ,  e s  p r e c is e  una 
c o n c e n tra c ib n  de CMU d e l  o rden  de 2 z  10"^ M p a ra  o b te -  
n e r  e l  mismo e f e c to  (Q in g ra s , 1966).
E s ta  d i f e r e n c i a  de s e n s ib i l i d a d ,  en fu n c ib n  de l a  
in te n s id a d  lu m in o sa , p o d r la  s u g e r i r  una a c tu a c ib n  d e l  
I n h ib id o r  a  dos n iv a le s  de s e n s ib i l i d a d  d i f e r e n t e s ,  que 
p u d ie ra n  d e b e rse  a  una e ta p a  fo to q u lm ic a  o b ie n  a una 
re a c c ib n  té rm ic a  l im i t a n t e  (Q in g ra s  y c o l . , 1963).
b) I n h ib ic ib n  en  fu n c ib n  de l a  te m p e ra tu ra .
En l a  h i p b t e s i s  de una d u a lid a d  de lu g a r e s  de d^ 
f e r e n te  a f in id a d  p a ra  e l  CMU, se  p o d r la  suponer que, en 
fu n c ib n  de l a  te m p e ra tu ra  d e l  m edio, e z i s t i r l a  un d ee - 
p la z a m ie n to  d e l  e q u i l i b r i o  po r fo rm acibn  de un com plejo 
in te rm e d io  que a c tu a r l a  como in h ib id o r  b io lb g ic o  y sé ­
r i a  d i f e r e n t e  segûn e l  t i p o  de com plejo  form ado, o b ién  
que e l  in h ib id o r  "p e r  se "  i n a c t i v a r a  a l  mismo in te rm e -  
d i a r i o  ( p . e j . : un t r a n s p o r ta d o r  de e l e c t r o n e s ) ,  p a r t i e l  
pando en r e a c c io n e s  d i f e r e n t e s .
S in  em bargo, de l o s  t r a b a jo s  de G in g ra s  (1966) se 
deduce que, t a n to  en a u s e n c ia  como en p re s e n c ia  de CMU, 
l a  in h ib ic ib n  no p ré s e n ta  s e n s ib i l i d a d  té rm ic a  y no
p e rm it# , p o r t a n to ,  p ro n u n c ia ra e  eobre  l a  h ip b te e i s  de 
una d u a lid a d  de lu g a r e s  de in h ib i c ib n .
c )  D ependencia e s p e c t r a l  de l a  in h ib ic ib n .
Coao ya se  comentb en e l  pun to  1 .3 .5 * 1 , l o s  e le £  
tr o n e s  p ro c e d e n te s  de l a  h i d r b l i s i s  d e l  ag u a , en una -  
p rim e ra  e ta p a  fo to q u lm ic a  g o b em ad a  por e l  F o to s i s te a a  
I I  (P S - I I )  s u f re n  una c a ld a  de p o te n c ia l  e le c tro q u lm i-  
c o , l ib e r a n d o  l a  e n e rg la  alm acenada en form a de ATP , 
s ie n d o  e le v a d o s  a l  p o te n c ia l  s u f i c i e n t e  p a ra  r e d u c ir  a l  
NADP en una segunda re a c c ib n  fo to q u lm ic a  l ig a d a  a l  F o t£  
s is te m a  I  ( P S - I ) .
Segûn l a  h ip b t e s i s  de Krogmann (1958)» p o s t e r i o r  
mente comprobada po r H i l l  y B e n d a ll (1959) y Losada y 
c o l .  ( 1961 ) ,  l a  f o to f o s f o r i l a c ib n  o x id a t iv a  e s  im h ib id a  
por e l  DCMU en c lo r o p la s to s  a i s l a d o s ,  pero  puede e v i t a £  
s e ,  s i  se  a d ic io n a  a l  medio t r i c lo r o f e n o l in d o f e n o l  red u  
c id o  por un ex ceso  de g l u t a t i b n ,  ya que e l  d é f i c i t  de 
e l e c t r o n e s  p roduc id o  po r l a  in h ib ic ib n  que e je r c e  e l
DCMU e s  compensado con lo s  e le c t r o n e s  que s u m in is tr a  e l  
t r i c l o r o f e n o l i n d o f e n o l  r e d u c id o .
Los d e r iv a d o s  de l a  f e n i l u r e a , s b l o  b loquean  l a  
p rim era  r e a c c ib n  fo to q u lm ica  y , por l o  t a n to ,  l a  segun­
da podrâ  c o n t in u a r  fu n c io n an d o , siem pre  que e x i s t a  un 
a p o r te  ezbgeno de e le c tro n e s  a  un p o te n c ia l  e le c tro q u lm j. 
CO ad ecu ad o .
S i l a s  dos r e a c c io n e s  fo to q u im ic a s  son i n t e r d e -  
p e n d ie n te s ,  l o s  p ro d u c to s  de re a c c ib n  de una ser&n necg, 
s a r i o s  p a ra  e l  fu n c io n am ien to  de l a  o t r a ,  y l a  v e lo c i ­
dad d e l c o n ju n to  e s t a r é  d e te rm in ad a  por l a  més l e n t a  de 
e l l a s .
Segûn l o s  t r a b a jo s  de Q in g ras  (1 966 ) ,  en que em- 
p le b  l a  d i f e r e n te  d ependencia  e s p e c t r a l  de l o s  doe f o t£  
s is te m a s , p a ra  i n t e n t a r  e x p l i c a r  e l  lu g a r  de a c c ib n  d e l
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CMÜ, se  deduce que l a  a c c ib n  de e s te  d e r iv a d o  de la " i i r e a "  
In f lu y e  d ire c ta m e n te  so b re  e l  t r a n s p o r te  de e le c t r o n e s  
que t le n e  lu g a r  e n t r e  e l  P S - I I  y e l  P S - I .G in g ra s s  (1966) 
en su s  e x p e r ie n c ia s ,  se  basb  en l a s  c o n c lu s io n e s  de 
Emerson (1 9 5 8 ), segûn l a s  c u a le s ,  lo n g i tu d e s  de o n d a  
> 690  nm a c tû a n  como f a c to r  l im i t a n t e  p a ra  e l  d esp ren ­
d im ie n to  de ox igeno .
E s te  a u to r ,  r e a l i z b  su s  e x p e r ie n c ia s  con C h lo re­
l l a  y e s tu d ib  l a  r e s p u e s ta  f o t o s i n t é t i c a  de e s te  o rga— 
nismo a l  CMU de te rm inando  e l  d e sp re n d im ie n to  de Ogpor un 
método p o la r o g r â f ic o .
En c o n c lu s ib n , podemos d e c i r ,  que e l  CMU a c tû a  
sob re  l a  A .F . de a lg a s  u n i c e lu l a r e s ,  in h ib ie n d o  e l  d e s­
p ren d im ien to  de Og por b loqueo  d e l t r a n s p o r te  de e le c ­
tro n e s  e n t r e  l a s  dos f o t o s l n t e s i s ,  im p id iendo  l a  recazga 
d e l s u b s t r a to  d e l P S -I por P S - I I .
1 . 3 . 6 . M etabolism o d e l CMU en v e g e t a l e s .
H asta  l a  fe c h a , son to d a v la  e s c a s o s  l o s  e s tu d io s  
r e a l i z a d o s  a n iv e l  b ioqu im ico  so b re  l a s  v la s  m e ta b b li-  
c a s  de l o s  h e r b ic id a s  en l o s  v e g e ta le s ,  a s l  como sob re  
e l  mecanismo e n z im â tic o  que in te rv ien e  en e l  p ro ceso  bio, 
Ib g ic o  de su d e g ra d a c ib n . S i  co n sid é râm es que e l  e f e c to  
f i t o tb x i c o  de un h e rb ic id a  e s t à  en In tim a  r e la c ib n  con 
su s  p ro c e so s  de d eg rad ac ib n  que re g u la n  l a  c a n tid a d  de 
m o lécu las  de p ro d u c to  s in  tra n s fo rm a r  que a lc a n z an  su 
lu g a r  de a c c ib n  y son e sp a c e s  de e j e r c e r  l a  a c c ib n  tbx i. 
c a , com prenderem os l a  im p o rta n c ia  de su co n o c im ien to .
E l p rim er e s tu d io  so b re  e l  m etabolism o de l o s  ber 
b ic id a s  d e r iv a d o s  de l a  u r e a ,  fu e  r e a l iz a d o  por Fang y 
c o l .  ( 1955 ) a l  a p l i c a r  carbonll-14c-CM U a h o ja s  de ju d la  
y o b s e rv a r , por c ro m a to g ra f la  en p a p e l , e l  t i e m p o  que
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ta rd a b a  en f orm aree un com plejo  con e l  CMD y c o n e t l tu -  
y e n te s  n o rm ales  de l a  celulosa que, por h i d r b l i s i s  aclda, 
daban e l  h e r b ic id a  s in  t r a n s fo rm a r .  F reed  y c o l .  (1961), 
in fo rm aro n  que e s t e  com plejo  e s ta b a  formado po r e l  CMU 
y una p r o te ln a  de b a jo  peso m o lecu la r o un p é p tid o . 
S w ee tse r  (1 9 6 3 ) , t ra b a ja n d o  con C h lo r e l la s  " in  v i t r o " ,  
tam bién  observ b  l a  form acibn  de un com plejo e n t r e  e l FMN 
y e l  CMU en p re s e n c ia  de l a  lu z  que in a c t iv a  e l  h e rb ic l .  
d a , hecho que to d a v la  no ha s id o  comprobado en p la n ta s  
B u p e r io re s .
S in  em bargo, e l  p rim er paso d e l  p ro ceso  de d eg ra  
d a c ib n  m e ta b b lic a  en lo e  h e r b ic id a s  d e r iv a d o s  de l a  fe ­
n i l u r e a ,  p a re c e  s e r  l a  N -d e a lq u i la c ib n , dado que l a  e l ^  
m inacibn  de un grupo m e tilo  en l a  u re a  d im e ti la d a  re d u ­
ce su  f i to to z id d a d  y po r e l im in a c ib n  d e l  segundo grupo 
m e t i lo ,  é s t a  d e sa p a re ce  com pletam ente, A xelrod (1956). E l 
p ro c e so  se  co n firm a  por l a  a p a r ic ib n  s i s te m a t ic a  de lo s  
mismos p roductO s de d e g rad ac ib n  en l a s  d i f e r e n t e s  p la n ­
t a s  t r a t a d a s .  En l a  ta b la  I I  se  pueden o b se rv a r  l o s  r e -  
B u lta d o s  o b te n id o s  u t i l i z a n d o  CMU marcado con e l
a n i l l o  a ro m â tic o  en d i f e r e n t e s  p la n ta s  y con d i s t i n t a s  
form as de a p l ic a c ib n .
La h i d r b l i s i s  p o s t e r io r  de l a s  u re a s  d e m e tila d a s  
h a s ta  l a s  a n i l i n a s  c o r re s p o n d ie n te s  e s  d i f l c i l  de o b se r 
v a r  en p la n ta s  p u es, o no se  l le g a n  a  d e t e c t a r ,  o la  co£ 
c e n tr a c ib n  e s  muy pequeha, p o s ib lem en te  por su râ p id a  -  
t r a n s f o r macib n  por co n ju g ac ib n  o por o x id a c ib n .
En e x p e rim en to s  de l a b o r a to r io ,  se  ha comprobado 
que , t a n to  l a s  h o ja s  como l a s  r a i c e s  e in c lu s o  lo s  esto , 
mas de l a s  p la n ta s  son e sp a c e s  de p ro d u c ir  l a  N -dem eti- 
l a c ib n  d e l CMU. En c o n d ic io n e s  de campo, e l  lu g a r  en que 
se  v e r i f iq u e  l a  d eg rad ac ib n  dependerâ  de l a  e s p e c ie  ve­
g e t a l  t r a t a d a  y de l a  m o v ilid ad  d e l h e r b ic id a  en la  p lan  
t a .  En e l  caso  d e l  CMU que e s  t r a s lo c a d o  râp id am en te
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TABLA I I N -d e a lq u ila c l6 n  e h i d r b l i s i s  d e l CMU- C 
d esp u és de l a  a p l ic a c ib n  d e l  com puesto 
m arcado a d i f e r e n t e s  e s p e c ie s  v e g e ta le s .  
(U=CMO s in  t r a n s f o r m a r , M =derivado mono- 
m e tila d o , D =derivado d e m e tila d o , A=anili_ 
na c o r r e s p o n d ie n te ,  (A )= m e tab o lito  busca 
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a l a s  p a r t e s  a e re a s  de l a s  p la n ta s ,  e s  de e s p e r a r  que 
se a  a e ta b o l lz a d o  de p r e f e r e n c ia  en l a s  h o ja s  .
En lo  que r e s p e c ta  a l  mecanismo e n z im â tic o  que 
in te r v ie n e  en lo s  p ro c e so s  de d eg rad ac ib n  d e l  CMU en 
l a s  p l a n t a s ,  se  p o d r la  suponer que p u d ie ra  in t e r v e n i r  
una u r e a s a ,  s u s ta n c ia  am pliam ente d i s t r i b u l d a  en l a s  
p la n ta s ,  pero  Sumner y Somers (1 9 5 3 ), examinando d iv e r  
608 s u b s t r a to s  p o te n c ia le s ,  e n t r e  l o s  que f ig u ra b a n  e l  
CMU y o t r a s  u re a s  s u s t i t u l d a s ,  no e n c o n tra ro n  que se 
h id r o l i z a r a n  por l a  u r e a s a .
E l p ro ceso  de N -d e m e tila c ib n  e s  una re a c c ib n  en 
z im â tic a  o x id a t iv a  que r e q u ie r e  oxigeno y NADPH como -  
c o f a c to r é s  (B ro d ie  y c o l . , 1958; S h u s te r ,  1964). La ve.
1 o c id ad  de l a  re a c c ib n  depende d e l  t ip o  de s u s t i tu y e n -  
t e s  n i t ro g e n a d o s  no a lq u l l i c o s .  Hodgson y C asid a  (1961 ) ,  
a l  e s tu d i a r  " in  v i t r o "  l a  d e a lq u i la c ib n  de un g ran  nû­
mero de ca rb am a to s , a s l  como CMU y d iu rb n , u t i l i z a n d o  
un s is te m a  en z im â tic o  o b té n id o  de m icrosom as h e p â t ic o s  
de r a t a ,  o b se rv a ro n  que l a s  u r e a s  e ra n  d e a lq u i la d a s  mâs 
le n ta m e n te  que l o s  ca rb am ato s, p o sib lem en te  por su esga 
sa  s o lu b i l id a d  en e l  agua (G au d e tte  y B ro d ie , 1959), -  
aunque tam bién p o d rla n  i n f l u i r  p ro p ie d a d e s  co n fig u rac io  
n a le s  o e s t r u c t u r a l e s  to d a v la  no b ien  e s tu d ia d a s .
En t r a b a jo s  r e a l iz a d o s  " in  v i t r o "  por P o sn er y 
c o l .  ( 1961 ) con e l  mismo s is te m a  e n z im â tic o  m icrosom ial 
se  e n c o n trb  que tam bién pueden p ro d u c irs e  h id r o x i l a c i£  
nes en e l  a n i l l o .  E l p ro ceso  re q u ie re  tam bién Og y NADPH 
ademâs de l a  in te rv e n c ib n  de una o x id a sa  (S h u s te r ,  1964). 
En a n im a le s , E rn s t  y Bohme ( I 9 6 5 ) ,  Bohme y E rn s t  (1965), 
dem o stra ro n  que en o r in a  de r a t a ,  lo s  m e ta b o li to s  hidro , 
x i la d o s  se  e lim in a n  p r in c ip a lm e n te  como gLucurbnido y 
é t e r - s u l f a t o  y , dado que l a s  p la n ta s  c o n tie n e n  una g lu -  
c u r  on i l - t r a n  s f e r a s a  s im i la r  a  l a  de lo e  a n im a le s  ( P r id -  
ham, 1965 ) ,  se  puede suponer que s i  se  f o r  man metabolitos
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hldroxiladO B "In vivo"  pueden también eer cd||iJu^adoe -  
por l a s  p la n ta s  en forma de glucur& nidos. v V
f '
En resum en, l a  v ia  de d eg ra d a c ib n  p ro p u e s ta  p a ra  
lo s  h e r b ic id a s  d e r iv a d o s  de l a  u r e a ,  se  p o d rla  esquem a- 
t i z a r  segun se  r e p r e s e n ts  en l a  F ig .  2 .
1 -3 .7 .  S e n s ib i l id a d  de l a s  d i f e r e n t e s  e s p e c ie s  v e g e ta —
l e s  a l  CMU,
Se ha observado  que, cuando se a p l i c a  c u a lq u ie r  
h e r b ic id a ,  en ig u a l  c o n c e n tra c ib n  a d i f e r e n t e s  e s p e c ie s  
v e g e ta le s ,  se  o b tie n e n , en g e n e r a l , d i f e r e n t e s  r e s p u e s -  
t a s .
Como ya hemos in d ic a d o  a n te r io rm e n te ,  e l  h e rb ic j, 
da debe a lc a n z a r ,  a  n iv e l  c e l u l a r ,  e l  lu g a r  de a c c ib n  en 
una c o n c e n tra c ib n  y d u ra n te  un tiem po s u f i c i e n t e s  p ara  
e j e r c e r  su  a c c ib n  f i t o t b x i c a .  E l nûmero y com plejidad  de 
lo s  f a c to r e s  que in te r v le n e n  en e s te  p ro c e so , a s l  como 
l a  in te r a c c ib n  e n t r e  e l l o s  e s  ta n  g ran d e , que e s  muy dj  ^
f l c i l  e s t u d i a r lo s  por se p a ra d o .
A g ra n d e s  r a s g o s ,  se puede c o n s id e ra r  que en l a s  
re s p u e s t a s  de d i f e r e n t e s  e s p e c ie s  v e g e ta le s  a  un mismo 
h e r b ic id a ,  in te r v le n e n  fundam entalm ente  t r è s  componen— 
te s :  a )  a m b ie n ta l ,  b) e s ta d o  de c re c im ie n to  de l a  p la n ­
t a ,  y c) g e n é t ic o .
La i n f lu e n c ia  d e l  componente a m b ie n ta l ha s id o  
e s tu d ia d a  p o r M in sh a ll (1957), comprobando l a  im portan ­
c ia  d e l  t ip o  de s u e lo ,  l a  e c o lo g la  d e l e c o s is te m a , l a
lu z  y l a  humedad r e l a t i v a  en l a  s e le c t iv id a d  de l a  r e s -
p u e s ta  de d i f e r e n t e s  e s p e c ie s  v e g e ta le s  a ig u a le s  con— 
c e n tr a c io n e s  de CMU. E s te  a u to r  observb  que, ademâs . de
lo s  f a c to r e s  m encionados, t e n la  una g ran  in f lu e n c ia  l a
e s t r u c tu r a  qu im ica  d e l  h e r b ic id a ,  l a  fo rm u la  c i b n
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em pleada, e l  p o r ta d o r  u t i l i z a d o  y l a  te c n lc a  de a p li .  
c a c i6 n .
La s e n s ib l l id a d  a l  CMU aegùn e l  e s ta d o  de deea— 
r r o l l o  de d l f e r e n t e s  e s p e c le s  v e g e ta le e  ha e id o  e s tu d ia  
do po r S teck 6  (1971) en g u i s a n te s ,  p a ta ta  y t r é b o l  ro jo ,  
en co n tran d o  como f a c to r e s  Im p o rta n te s  m o d lfic a d o re s  de 
l a  r e e p u e s ta  ta n to  l a  ca p a c ld ad  d e l  h e rb lc ld a  p a ra  pe— 
n e t r a r  a  l a  p la n ta  a  t r a v e s  de l o s  d l s t i n t o s  6rganos, c£  
mo e l  mecanisfflo de accl& n d e l  h e r b lc ld a ,  e s  d e c l r ,  su
e f e c to  so b re  l a  p la n ta  mad u ra  en com paréel6 n  con l o s  6^
ganos en d e s a r r o l lo  de l a  mlsma.
S in  em bargo, e s  e l  componente g e n è tlc o  e l  que con
d lc io n a  e se n c la lm e n te  l a  s e n s lb l l ld a d  de l a s  d l f e r e n t e s  
e s p e c le s  v e g e ta le s  a  l o s  h e r b lc ld a s .  E s to s  com puestos , 
a c tu a n  en l a  p la n ta  como un componente e z tra f io  y é s t a  
debe d e s a r r o l l a r  un mecanlsmo e n z lm a tlc o  capaz  de t r a n s  
form er e l  com puesto tô x lc o  en o t r o  de to z lc ld a d  menor o 
n u la .  E l d e s a r r o l lo  d e l  mecanlsmo e n z lm a tlc o  r e q u le re  un 
p e rio d o  de In d u ce l6 n  p re v lo  y de l a  cap ac ld ad  y v e lo c l -  
dad p a ra  p o n e rlo  en m archa va a d e p e n d e r, en g ran  m edl- 
da, l a  a e le c t lv ld a d  de l a s  d l f e r e n t e s  e s p e c le s  a l  CMU.
En resum en, podemos d e c l r  que l o s  f a c to r e s  que 
d e te rm ln an  e l  g rado  de r e s p u e s ta ,  una vez a b so rb ld o  e l  
CMU por l a s  d l f e r e n t e s  p la n ta s ,  son m û lt lp le s  y , cabe 
d e s ta c a r  l a  ca p a c ld ad  de r e te n c lb n  d e l  h e r b lc ld a  por l a  
p la n ta ,  l a  f a c l l l d a d  con que se  t r a s lo c a  a  l o s  t e j l d o s ,  
y su e s t a b l l l d a d  y a c t lv ld a d  p o te n c la le s  una vez a lc a n -  
zado e l  l u g a r  de a c c l6 n , f a c to r e s  que estar& n a  su vez 
c o n d lc lo n ad o s  po r l a s  c a r a c t e r 1 s t l e a s  f l s lc o - q u lm lc a s  -  
d e l h e r b lc ld a ,  y por l a  ca p a c ld ad  de l a  e s p e c le  v e g e ta l  
p ara  m e ta b o llz a r , g en era lm en te  por mas de una v ia  d l f e -  
r e n te ,  e l  com puesto qulm lco e x tra n o  p a ra  c o n v e r t l r lo  en 
uno menos tô x lc o  o a tô x lc o .
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A f in e s  p r& c tic o e , se  In d ic a n  en l a  t a b l a  I I I  
lo s  p r in c ip a l e s  c u l t i v e s  en l o s  que se  u t i l i z a  e l  CMU 
como h e r b ic id e ,  a s i  como l a  d o s is  y forma de a p lic a c i& n  
em p lead as ,y  en l a  t a b l a  IV se  in d ic a  l a  s e n s ib i l id a d  a 
e s t e  h e r b ic id e  de a lg u n a s  e s p e c ie s  v e g e ta le s  c o n s id é ra , 
des  como m alas h ie r b a s  en a lg u n o s  c u l t i v o s .
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TABLA I I I , -  P r in c ip a l e s  p la n ta s  c u l t iv a d a s  en l a s  
que se u t i l i z a  e l  CMU como h e r b ic id e .  
(Thomson, 1972;  Weed C o n tro l ,  1971; 
D etroux  y Q o s tin c h a r , I 9 6 7 ) ,
D aala
(K c/ha)
Bpoea d t a p U e a e lb a h a ia a  h ia rb a a  
e e a t r o la d a e
O baarraclO B ea
A lc o d ta 0 . 9 - U 5
Coaado a l  alftodba 
^ a a a  } 0  e a  da
l a  a a r o r l a  de l a a  
a a l a a  h ia r b a a
s s a s w . " "
f te ^ jo lT e r la a r
C a p à m g e 0 .9  -  9
d a ta a  da qaa a p a r a t  
eaa  l a a  a a la a  
f t la r b a a ,  p a re  ne 
a a t e e  da l a a  d æ g »  
aa a  p r a r t a e  a  gaa 
a a a r j a  a l  eap&rra#» 
B t d a a p i ta  d a l  
p é r io d e  de c e r ta t lB
La a a y o r la  de l a a  
a a l a a  h ia r b a a  da
h o ja  aao h a 7 
l a a  c r a a l a e a a .
i p U e a r l e  a f tle  oaa 
Tea p e r  e a t a e lh a .  
Be a p U e a r  e  l e a  
e a p d ira c o a  r e e ld a  
aa a b ra d o a .
Cafta ifa as& ear 9
la a e d la t e a e a t e  
d a a p a ta  de l a
p la a ta e lf ta  em l a  
eafta a e e a a  e 
deapoda d e l  e e r t e  
j  p re p a ra e lf ta  d e l  
a a e le  ea l a  eafta 
T ie  j e  e  da*^D ea*.
l a  B a p e r la  da l a a  
aa jU a h ia r b a a
Sa dabee h a e e r  
o aa  2 * ft )d  
a p l ie a e l f ta  e n t r e  
l a a  h l l e r a a  
da eafta .
P l S a t . ;
d a te a  da l a  e a a rg a g  
c i a  da l a a  a a la a  
b le r b a a  p a re  aa a  
Tac a f te ta d a  l a
l a  a a p e r l a  de l a a  
a a l a a  h ia r b a a
Lee t r a t a a l e o t o e  
l a t e r l l a e a r e e  
dabaa h a c e ra e  
d o ra n te  l a  
e a ta e lb n .
C l t r le o a 3 - 4
Coaado l e a  e l t r l e e a  
t l e a e a ,  a l  a e a e a ,  
aa  afte de edad  aa 
t r a t a a l a a t e  da 
p ra -o a a r f ta a e la  da 
l a a  a a la a  h ia r b a a .
l a  a a y e r l a  de 
l a a  a a a a le a .
Se p ie d e  r a p e t l r  
a l  t r a t a a l a a t e  l a  
p r ln a T e ra  a lc e la f t  
t a .  B T lta r  a l  
c o n ta c te  can  l a e  
h e ja a .
T t d }  -  h
d p l l e a r  a  r lf ta d e a  
da t r a c  aftea p e r  
l e  a e a e a ,  ea 
p r ia # T a ra ,  aa  ama^ 
( a a e l a  e Boeo 
d e e |« d a  da l a  e a e g  
C aac la  de l a e  
a a la a  h le r b a a
La a a p e r l a  da 
l a a  anm alee
ftra aa  a ta  a o l t t -  
T ar 4a u t l l t d a d  
p ftb iie a  0 p r l r a -  
4 a ; e a r r a t a r a a .  
e e o d n e e le n a a  
p a t r o l l t a r a a ,  
l l n a a a  f i r r a a a ,  
a a r o p ia r to a ,  4 -aa 
t a a  l a d u a t r ta l a a .
4 . )  -  •>!
De ; , 5  a  11 K c/ha c e a t r e la a  l a  m ay e rla  
da l a a  a a l a a  h ia r b a a  a a o a la a .
Da 10 a ÿO K c/ha e o a t r e l a  l a  a a p o r la  
de l a e  a a n a le e  7 l a e  p e re n a e a
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TABLA IV .-  S s n e lb l l ld a d  de a lg u n a s  e s p e c le s  de n a la é  
h i e r b a s - a l  CMU. (BR = e f e c to s  f i t o t ô x i c o s ,  
p e ro  no l é t a l e s  in c lu s e  a d o s is  e le v a d a s . 
PS, MS, S , TS: e f e c to s  l é t a l e s  a  d o s is  muy 
e le a v a d a s , e le v a d a s , no rm ales o b a j a s ) . 
(D etroux  y O o s tin c h a r , 1967).
E sp e c ie  v e g e ta l BR PS MS s TS
A n a g a l l is  a r v e n s is X
A rte m is ia  v u lg a r i s X
C apse lla  bursa  p a s tb r i s X
Chenopodium album X
Cirsiuffl a rv e n se X
C onvulvulue a r v e n s is X
E quisetum  sp . X
Fum aria o f f i c i n a l i s X
Lamium purpureum X
M a tr ic a r ia  in o d o ra X
P la n ta g e  m ajor X
Polygonum p e r s i c a r i a  . X
R a n u n c u lis  a c r i s X
Raphanus ra p b a n is tru m X
S in a p is  a lb a X
S p e rg u la  a r v e n s is X
S t e l l a r i a  media X
Taraxacum o f f i c i n a l i s X
T u s s ila g e  f a r f a r a X
ü r t i c a  d io tc a X
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1 .4 .  METODOS DE ANALISIS DE RESIDPOS DE CMU EN 
VEGETALES.
E l a n à l l s l s  de l o s  r e s id u e s  de h e r b lc ld a s  en 
g e t a l e s  e s  un problem s que ha a t r a ld o  l a  a te n c lb n  de 
num erosos in v e s t lg a d o r e s  en l o s  u l t im e s  a n o s . A e s te  
r e s p e c te ,  e s  i n t e r e s a n t e  c o n s u l ta r  l o s  volûm enes é d i t a  
dos por Zweig (1964, 1967)» Zweig y Sherma (1 9 7 2 ), e l  
manual de l a  CIPAC (1 9 7 0 ), e l  de l a  US.FDA, SEW ed itad o  
por Duggan (1 9 6 9 ), l e s  M étodos de l a  A.O.A.C. (1975) y 
l a  r e c o p i la c ib n  r e a l i z a d a  por Hance y HcKone (1 9 7 6 ).
Los m étodos u t i l i z a d o s  se  pueden c l a s i f i c a r  en 
dos g ra n d e s  g ru p o s:
I  -  Q uim icos y f t s ic o - q u lm ic o s .
I I -  B io en say o s, 
que re v isa re m o s  brevem ente a co n tin u ac i& n .
1 .4 .1 .  M étodos qu im icos y f is ic o -Q u lm ic o s .
1 .4 .1 .1 .  E s p e c t ro fo to m é tr ic o s .
Los m étodos e s p e c tro fo to m é tr ic o s  se  basan  en l a  
medida de l a  a b so rc l6 n  de l a  lu z  o en l a  medida de l a  
f lu o r e s c e n c ia  de un com puesto .
Los p r im e ro s , u t i l i z a n  l a  re g ib n  d e l e s p e c tro  v i 
s i b l e  com prendida e n t r e  400-800 nm (m étodos co lo rim é— 
t r i c o s ) ,  l a  re g ib n  d e l u l t r a v i o l e t a  com prendida e n tr e  
18 5 -4 0 0  nm (a b s o rc io m e tr la  u .v . )  o l a  re g iô n  d e l i n f r a  
r r o jo  com prendida e n tr e  8OO nm y l é  m  ^ (a b s o rc io m e tr la  
de I . R . ) ,  y l o s  segundos u t i l i z a n  l a  re g iô n  d e l  v is ib le  
0 d e l u .v .  ( f l u o r i m e t r l a ) .
La f o to c o lo r im e tr la  fue e l  p rim er raétodo in s tru ^  
m enta l u t i l i z a d o  en e l  a n a l i s i s  de r e s id u e s  de heiblcidas
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y , aunque to d a v ia  se u t i l i z a  en a lg u n o s  c a s o s , ha s id o  
reem plazado  por o t r o s  m étodos mas s e n s ib le s  y e s p e c l f i -  
c o s .
E l aé to d o  c o lo r im é tr ic o  se  b asa  en l a  h i d r ô l i s i s  
d e l  CMU h a s ta  a n i l i n a  que, p o s te r io rm e n te , e s  d ia z o ta d a  
y a c o p la d a  conven ien tem en te  p a ra  o b te n e r  un d ia z o d e r iv a  
do c o lo re a d o . Como a g e n te  a c o p la n te  se  u t i l i z a  l a  N -(l-  
n a f t i l ) e t i l e n o d ia m in a  (Young y O o rtn e r , 1953). La re a c -  
ci&n g e n e ra l  p o d r la  e sq u e m a tiz a rse  a s i :
H-NOp C ,«H ^H CHp-CH p-NH p
Ar-NEg ---------- ^  Ar-Ng — ( — t-----1___%
/ 2 ““2 ‘  “2
Las a n i l i n a s  se  pueden p ro d u c ir  por h i d r ô l i s i s  
d e l s u b s t r a to  que c o n tie n e  e l  re s ld u o  d e l  h e r b lc ld a  o 
por e z t r a c c iô n  p re v la  d e l mlsmo y p o s te r io r  h i d r ô l i s i s .  
En c u a lq u ie r  c a so , deben d e s t i l a r s e  en c o r r i e n te  de va 
por y s e p a ra r s e  l o s  p ro d u c to s  de l a  re a c c lô n  por croma 
to g r a f i a  en columna de c e lu lo s a  (D a lto n  y P eace , 1962, 
E rceg o v ich  y W itkon ton , 1972).
También se  puede fo rm ar una base  de S c h i f f  c o lo  
re a d a  por re a c c lô n  de l a  am ina form ada por l a  h i d r ô l i ­
s i s  d e l  CMU y e l  p -d im e tila m in o b e n z a ld e h id o  (E ukel'm an 
y V o l’ man, 1968).
Mucho mas s e n s ib le  que e l  método c o lo r lm é tr lc o  
e s  e l  de a b s o rc io m e tr la  en e l  u . v . ,  como puede compr.o- 
b a rse  por l o s  t r a b a jo s  de D avidson y c o l .  (1 9 6 8 ) .  S in 
em bargo, no se  puede d e c i r  l o  mismo de l a  absorciom etrla
— 38 —
I . E . ,  pues BU u t i l i d a d  en l a  d e te r a ln a c lô n  de residuoe 
de h e r b lc ld a s  v ie n e  l im l ta d a  ta n to  por l a  d l f i c u l t s d d e  
su e x t r a c c lô n  d e l  m a te r ia l  que l o  c o n tie n e  como por l a  
s e n s ib i l id a d  d e l  método (B lin n , 1 9 7 0 .
E n tre  l o s  m étodos f lu o r im é t r ic o s  cabe d e s ta c a r  
e l  de F r e i  y c o l ,  (1 9 7 3 ), en e l  que s é p a ra  po r c rom at^  
g r a f i a  en capa f in a  l a  a n i l i n a  o b te n id a  por h i d r ô l i s i s  
d e l CMÜ y e l  d e r iv a d o , d e n s l la d o  " in  s i t u " ,  l o  v a lo ra  
por e sp e c t r o fo to rn e tr ia  de f lu o r e s c e n c ia .
1 . i f .1 .2 .  C ro m a to g râ f ic o s .
1 . i f .1 .2 .1 .  C ro m a to g ra fla  g a s - l l o u id o .
VEn l a  u l t im a  d écada , ha a lc a n z ad o  un ^ a n  d esa ­
r r o l l o  l a  u t i l i z a c i ô n  de l a  c ro m a to g ra f la  g aseb sà  en e l 
e s tu d lo  de l a  v a lo ra c iô n  c u a n t i t a t i v a  de re s ld u œ d é  h e r  
b ic id a s .  Los p rim ero s  in v e s t ig a d o r e s  que l a  u t i l i z a r o n  
p a ra  e s te  f in  fu e ro n  Couison y c o l .  (1959) y Zweig y 
A rcher ( I9 6 0 ) .
La im p o rta n c ia  de e s t a  té c n ic a  de v a lo ra c iô n  r a  
d ic a  en su c a p a c id ad  p ara  s e p a ra r  pequenas c a n tid a d e s  
de h e r b ic id a ,  a  menudo d e l  o rden  de 1 ng o m enores, de 
una s e r i e  de o t r o s  p ro d u c to s  que se  e z t r a e n  a l  mismo 
tiem po de m u estra s  ta n  co m p le ja s  como s u e lo s ,  t e j i d o s  
v e g e ta le s  o an im a le s  0 agua .
L as c a r a c t e r i s t i c a s  d e l  d e te c to r  y de l a  columna 
a em plear dependen de l a s  p ro p ie d a d e s  f l s ic o -q u im ic a s  
d e l h e r b ic id a  a  e s t u d i a r . En e l  caso  d e l  CMU, l o s  detec 
to r e s  de e le c c iô n  son l o s  de io n iz a c iô n  de l la m a , ô e l  
de c a p tu ra  e l e c t r ô n i c a ,  aunque n inguno de l o s  dos e s  eg 
p e c l f ic o  de e s te  p ro d u c ts , po r lo  que e s  n e c e s a r ia  l a  
u t i l i z a c i ô n  de un s ta n d a rd  p rep a rad o  con e l  h e rb ic id a  
pu ro .
" 39 ~
En l a  p r â c t l c a ,  l o s  p ro d u c to s  e x t r a ld o s  de l a s  
m u e s tra s  ju n to  con lo s  r e s ld u o s  d e l  h e r b ic id a  pueden %  
t e r f e r i r  y d i f i c u l t a r  enormemente l a  v a lo ra c iô n  y , por 
t a n to ,  d is m in u ir  c o n s id e ra b le m en te  e l  l im i t e  de d e te c -  
c iô n  d e l  h e r b ic id a  o de su s  m e ta b o l i te s .  P a ra  s u p e ra r  
e s ta  d i f i c u l t a d ,  e s  n e c e s a r ia  una s e p a ra c iô n  p re v ia  
s i c a  0 qu lm ica  d e l  h e rb ic id a  a p a r t i r  d e l  e x t r a c to  o r^  
g in a l ,  a n te s  de p ro céd e r a su  a n a l i s i s  por c rom atog ra­
f l a  de g a s e s ,  s e p a ra c iô n  que su e le  consum ir b a s ta n te  -  
tiem po y puede d a r  lu g a r  a  p é rd id a  de a lg o  de h e r b i c i ­
d a . A p e s a r  de e s t a s  l im i ta c io n e s ,  e s  e l  método mas sœ  
s i b l e  y mâs am pliam ente u t i l i z a d o  p a ra  e l  a n a l i s i s  de 
r e s ld u o s  de h e r b ic id a s .
Como ya hemos d ic h o , l a  e x tra c c lô n  d e l  r e s i d u e  
de h e r b ic id a  d e l  s u b s t r a to  que lo  c o n tie n e  e s  e l  paso 
p re v io  de una s e r i e  de m an ip u lac io n es  que conducen a la  
v a lo ra c iô n  f i n a l  d e l com puesto. La té c n ic a  de e x t r a c — 
c iô n  depende d e l  s u b s t r a to  en que se  e n c u e n tre  y de l a s  
c a r a c t e r I s t i c a s  f l s ic o - q u im ic a s  d e l  h e rb ic id a  o de sus 
p ro d u c to s  de d e g rad ac iô n  (O nley y Y ip, 1969), p o s te r io r  
m ente, e l  e x t r a c to  debe s e r  p u r i f ic a d o  y , en a lg u n o s  cg, 
60S , e s  p r é c is e  form ar un d e r iv a d o  d e l  h e rb ic id a  o de 
su s  p ro d u c to s  de d e g rad ac iô n  p a ra  su d e te c c iô n  por c r£  
m a to g ra f la  de g a s e s .  P a ra  e l  CMU, l a  té c n ic a  mas gene­
r a l  ha s id o  l a  de form ar d e r iv a d o s  h a lo g en ad o s (Baunok 
y Q e is s b ü h le r , 1968; Kossman, 1971). Una té c n ic a  i n t e ­
r e s a n te  tam bién e s  l a  u t i l i z a d a  por Cohen y Wheals 
( 1969 ) p a ra  h e r b ic id a s  d e r iv a d o s  de l a  u re a  que c o n s is  
t e  en h i d r o l i z a r  l o s  com puestos o b te n id o s  por e x t r a c — 
c iô n  c lo ro fô rm ic a  h a s ta  am inas y form aciôn p o s te r io r  de 
lo s  2 -4  d i n i t r o f e n i ld e r iv a d o s  que lo s  sep a ran  por c ro ­
m a to g ra f la  en capa  f in a  y l o s  v a lo ra n  por c ro m ato g ra fla  
de g a s e s , u t i l i z a n d o  un d e te c to r  de c a p tu ra  e le c t r ô n ic a .
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O tro s  a u t o r e s  (Young y G o r tn e r ,  1953; D a lton  y 
Peace , 1962; Voss y Q e i s s b ü h le r ,  1971) r e a l i z a n  l a  h i -  
d r b l i s i s  p r e v l a  a  l a  e x t r a c c l ô n  con p o s t e r i o r  a lslanden 
t o  y v a lo r a c iô n  de l a  amina r é s u l t a n t e .
1 . 4 . 1 . 2 . 2 .  C ro m a to g ra f la  en p a o e l .
Es un método s e n c i l l o  y econômico pero  l e n to ,  s in  
embargo, e s  u t i l  p a ra  e s t u d i o s  c u a l i t a t i v o s  y p a ra  con 
f i rm a c iô n  de l a  e x i s t e n c i a  de r e s i d u e s  que se  pueden va 
l o r a r  p o s te r io r m e n te  por o t r o s  métodos mas s e n s i b l e s  
(Fukel 'm an  y V ol 'm an, 1968; M ajor, 1962 y M itchell,  1966).
E l  método se  puede u t i l i z e r  también como semi— 
c u a n t i t a t i v o  s i  se  compara e l  a r e a  de l a  manche correjg 
p o n d ien te  a l  h e r b i c i d a  con l a  de un s t a n d a r d ,  po r  u t i ­
l i z a c i ô n  de un d e n s i tô m e t ro  o por p e sad a .  E l  r e a c t i v o  
u t i l i z a d o  p a ra  v i s u a l i z a r  e l  CMÜ o sus  d e r iv a d o s  e s  e l  
p -d im e t i la m in o b e n z a ld e h id o  (O sw ieci m ska  y Golcz, 1969). 
También se pueden u t i l i z e r  métodos no d e s t r u c t i v o s  o r e  
v e r s i b l e s  en l o s  que l a s  manches son r e c o r t a d a s ,  e x t r a !  
des  con un s o l v e n t s  adecuado y e l  compuesto v a lo ra d o  -  
por c u a l q u i e r  método a n a l l t i c o .  En e s t e  c a so ,  l a s  man­
ches  se pueden v i s u a l i z a r  con v a p o re s  de iodo .
1 . 4 . 1 . 2 . 3 .  C ro m a to g ra f la  en caoa f i n a .
Es una de l a s  t é c n i c a s  mâs u t i l i z a d a s  por su vgr 
s a t i l i d a d  y r a p i d e z  (A bo tt  y c o l . , 1967; Askew y c o l .  ,
1968; E l  Dib, 1970; Look y W hite, 1970; Smith y Fitzpg, 
t r i c k ,  1971).
Se pueden u t i l i z e r  c ro m a to p la c as  con d i s t i n t o s  
s o p o r te s  a  l o s  que se puede a d i c i o n a r  un in d ic a d o r  de 
f l u o r e s c e n c i a ,  l o  que p e rm its  v i s u a l i z a r  l a s  manches a 
l a  lu z  u . v .  También e s  p o s ib l e  l a  form aciôn  de d e r i v a -  
d O B  c o lo re a d o s  o no, ya sea  por h i d r ô l i s i s  p r e v ia  d e l
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e z t r a c t o  o r i g i n a l  y fo rm aciôn  d e l  d e r iv a d o  una vez de-  
e a r r o l l a d a  l a  p la ç a  (Onley y T ip , 1969)» o por cromato 
g r a f i a  de l a s  s u s t a n c i a s  c o lo r e a d a s  formadas por r e a c -  
c iô n  de l o s  p ro d u c to s  de h i d r ô l i s i s  y e l  r e a c t i v o  co—  
r r e s p o n d i e n t e  (Q e is s b ü h le r  y G ross ,  1967). O tro s  a u to ­
r e s  ( Q u a r d ig l i  y c o l . , 1971) forman e l  d e r iv a d o  n l t rad o  
d e l  CMU a n t e s  de r e a l i z a r  l a  c ro m a to g ra f la  y reducen e^  
t e  compuesto a l a  amina c o r r e s p o n d ie n te ,  una vez desarro  
l l a d a  l a  p l a ç a ,  l a s  am inas c o r r e s p o n d ie n te s  se pueden 
v i s u a l i z a r  como a n t e s  d i j im o s  con p -d im e t i la m in o b e n z a l  
deh ido  ( l i p  y Howard, 1966).  S i  l a s  manchas se  v i s u a l j .  
zan por  medios no d e s t r u c t i v o s  ( l u z  u . v . , v ap o re s  de 
io d o ) ,  se  pueden r a s p a r ,  e l u i r  y v a l o r a r  por o t r o s  mé­
to d o s  a n a l l t i c o s  (Ray y W ilcox, 1967).
1 . 4 . 1 . 2 . 4 .  C ro m a to g ra f la  l l a u i d o - l l a u i d o  de a l t a  o re — 
Gl6n.
P r é s e n ta  l a s  v e n t a j a s  sob re  l a  c ro m a to g ra f la  de 
g a se s  de que puede v a r i a r s e  l a  f a s e  môvil y aumentar , 
por t a n t o ,  l a  p o s i b i l i d a d  de una s e p a ra c iô n  m e jo r . K irk  
la n d  ( 1 9 6 9 , 1971 ) ,  fue capaz  de s e p a r a r  por e s t e  procja 
d im ie n to  una s e r i e  de h e r b i c i d a s  d e r iv a d o s  de l a  u r e a ,  
muy d i f l c i l  de c o n s e g u i r  por o t r o s  métodos. E l  inconve 
n i e n t e  e s  que l o s  d e t e c t o r e s ,  t a n to  de u . v .  como de 
f l u o r e s c e n c i a ,  no son u n i v e r s a l e s  n i  t a n  s e n s i b l e s  como 
l o s  u t i l i z a d o s  en c ro m a to g ra f la  g a se o sa .
1 . 4 . 1 .3 . O t r a s  t é c n i c a s  a n a l l t i c a s .
E x i s t e n  o t r a s  t é c n i c a s  de mucha menor d i f u s i ô n ,  
por su e lev ad o  c o s to ,  p e ro  de g ran  u t i l i d a d  en l a  v a l^  
r a c iô n  e i d e n t i f i c a c lô n ,  t a n t o  de l a  m olécula  o r i g i n a l  
de h e r b i c i d a  como de sus  p ro d u c to s  de d e g ra d a c iô n .  En­
t r e  e l l a s  cabe d e s t a c a r  l a  e spec t r  orne t r i a  de m a s a s
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(B i r o s ,  1971 ) y l a  r e s o n a n c la  m agnétlca  n u c l e a r  (Keith  
y A lfo rd ,  1970).
1 .4 .2 .  B io e n sa v o s .
Un b ioensayo  c o n s i s t e  en sorneter a  un m a te r i a l  
b io lô g ic o  a l a  a c c iô n  de un p ro d u c ts  bioU&gicamente a£  
t i v o  y d e te rm in e r  eu c o n c e n t r a c iô n  segûn l a  magnitud 
de l a  r e s p u e s t a .
Las v e n t a j a s  que p r e s e n ta n  l o s  métodos b i o l é g i -  
cos r a d ic a n  en l a  p o s i b i l i d a d  de e l a b o r a r  un b io ensayo  
p a ra  cada t i p o  de h e rb ic id a ,d e p e n d ie n d o  de su m ecan is-  
mo de a c c iô n ,  en un tiempo g en e ra lm en te  i n f e r i o r  a l  em 
p leado  con un método a n a l l t i c o  i n s t r u m e n ta l  y con t é c ­
n i c a s  gen e ra lm en te  s e n c i l l a s  y no c o s t o s a s  (Hance y M£ 
Kone, 1976 ) .  O tra  v e n t a j a  im p o r ta n te  e s  que p r o p o r c io -  
nan un método d l r e c t o  de d e te rm in a c iô n  de l a  c a n t id a d  
de h e r b i c i d a  b lo lô g ic a m e n te  a c t i v e ,  in fo rm a c iô n  que , 
con f r e c u e n c i a ,  e s  mas u t i l  que e l  conoc im ien to  de l a  
c a n t id a d  t o t a l  de h e r b i c id a  e x i s t e n t e ,  que s é r i a  e l  va­
l o r  e n c o n tra d o  por  o t r o s  métodos, e sp e c ia lm e n te  cuando 
se v a lo ra n  r e s l d u o s  en e l  agua o en s u e l o s .
Cuando e l  s u b s t r a t o  son t e j i d o s  v e g e t a l e s ,  e l  
problems se  com plice  porque l o s  p ro d u c to s  c o - e x t r a l d o s  
pueden i n t e r f e r i r  en l a  v a lo r a c iô n  p o s t e r i o r .
Como b ioensayo  se  pueden u t i l i z a r  l a s  re sp u es ta s  
b i o l ô g i c a s  en l a s  que i n t e r v i e n e n  p l a n t a s  c o m p lé ta s ,  -  
p a r t e s  de p l a n t a s ,  a lg a s  y , en o c a s io n e s ,  hongos.
P a ra  que e l  método se a  u t i l  desde  e l  punto  - de 
v i s t a  c u a n t i t a t i v o ,  l a  r e s p u e s t a  debe s e r  r e p r o d u c ib l e  
y e s t a r  en r e l a c i ô n  con l a  c o n c e n t r a c iô n  d e l  h e r b i c i d a .  
En g e n e r a l ,  l a  r e s p u e s t a  b i o l ô g i c a  o b te n id a  con una -  
m uestra  de sco n o c id a  se compara con l a  r e s p u e s t a  obtenida
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p a ra  un s ta n d a rd  con e l  que se ha e lab o rad o  unà curva  
de c a l l b r a d o .  Algunos a u t o r e s  r e a l i z a n  e s t a  cu rvà  de . 
c a l i b r a d o  por s im ple  r e p r e s e n t a c i ô n ,  en p ap e l  m ilim e- 
t r a d o ,  d e l  p o r c e n ta je  de r e s p u e s t a  b io l ô g i c a  ob ten id o  
en fu n c iô n  de l a  d o s i s  de h e r b i c i d a ,  con lo  que se ob­
t i e n s  una s igm oide en l a  que l a  l i n e a r i d a d  se a lc a n z a  
s ô lo  p a ra  d o s i s  muy prôx im as .
S i  se r e p r e s e n t s  l a  r e s p u e s t a  en fu n c iô n  d e l  l £  
ga r i tm o  de l a  d o s i s ,  l a  s igm oide  ae hace  l i n e a l  para un 
margen mâs am plio  de c o n c e n t r a c io n e s ,  y e s t a  t ra n s fo rm a  
c iô n  e s  l a  mâs u t i l i z a d a .  O t ro s  a u t o r e s  (Blackman, 1952; 
Sampford, 1952) p r e f i e r e n  l a  u t i l i z a c i ô n  de l a s  unidades 
p r o b i t .  En todo  Caso y p a ra  que l o s  r e s u l t a d o s  sean vâ- 
l i d o s ,  e s  p r e c i s o  s o m e te r lo s  a  un r ig u r o s o  a n â l i s i s  ea- 
t a d i s t i c o .
1 . 4 . 2 . 1 .  Métodos que u t i l i z a n  p l a n t a s  c o m p lé ta s .
Son l o s  mâs empleados como b io en say o ,  pues se 
den u t i l i z a r  c o n d ic io n e s  muy s i m i l a r e s  a l a s  o b te n id a s  
en campo. Uno de l o s  p r im ero s  i n v e s t i g a d o r e s  que usô 
e s t a  t é c n i c a  fue C r a f t s  (1935) a l  comparar e l  crecimien 
to  de p l a n t a s  en s u e lo s  que c o n te n la n  una concentraciôn 
conocida  de h e r b i c i d a  con l a s  que e la b o rô  una curva  d_o 
s i s - r e s p u e s t a ,  con e l  c re c im ie n to  de o t r a s  p l a n t a s  en 
s u e lo s  que c o n te n la n  una c o n c e n t r a c iô n  d esconoc ida  d e l  
mismo h e r b i c i d a .
La e l e c c iô n  d e l  s u b s t r a t o  v e g e t a l  en e s t e  t i p o  
de b io e n sa y o s ,  vendrâ  d e te rm in ad a  por l a  s e n s i b i l i d a d  
d e l  mismo a l  h e r b i c i d a  que se  q u ie r e  e s t u d i a r .  A si ,  l a  
Avena s a t i v a  se ha u t i l i z a d o  mucho p a ra  e l  e s tu d io  de 
l a  d e te rm in a c iô n  de r e s ld u o s  de h e r b i c i d a s  d e r iv ad o s  da 
l a  u r e a ,  s i n  que e s to  q u ie r a  d e c i r  que e s t a  e s p e c ie  ve. 
g e t a l  sea  l a  mâs s e n s i b l e .  Un d a to  im p o r ta n te  a c o n s i -
- 44 ”
d e r a r  en e s t e  t i p o  de b io e n sa y o s  e s  e l  tamafio de l a  plan 
t a ,  como ya hemos in d ic a d o  a n t e r i o r m e n t e . En e l  c a s o  
de l o s  c e r e a l e s ,  se s u e le n  u t i l i z a r  20  6 30  d l a s  d e s— 
pues de h ab e r  s id o  p la n t a d o s .  S in  embargo, e l  tiempoÔ£ 
timo debe e l e g i r s e  de acu erd o  a cada t i p o  de ensayo. En 
e l  caso  de l o s  h e r b i c i d a s  i n h i b i d o r e s  de l a  f o t o s l n t e -  
s i s ,  se  debe e s p e r a r ,  como mlnimo, e l  tiempo n e c e s a r io  
pa ra  que se  consuman l a s  r é s e r v a s  de l a s  s e m i l l a s ,  po r­
que s ô lo  e n to n c e s  son r e p r e s e n t s t i v o s  l o s  e f e c t o s  d e l  
h e r b i c i d a  so b re  e l  tamano de l a  p l a n t a .
Como p a rà m e tro s  de e v a lu a c iô n  de r e s p u e s t a ,  se 
pueden u t i l i z a r  e l  peso f r e s c o  o seco  de l a s  p a r t e s  a£  
r e a s ,  e l  peso o l o n g i tu d  de l a s  r a i c e s ,  o l a  a l t u r a  de 
l a  p l a n t a  (H orow itz ,  1970). O tro s  a u t o r e s  (Dowler, 1969) 
p r e f i e r e n  u t i l i z a r  un s i s te m a  de e v a lu a c iô n  basado en 
l a  o b se rv a c iô n  v i s u a l  de l o s  s ln to m as  f i t o t ô x i c o s  cau­
sed os por e l  h e r b i c i d a .  ün método s i m i l a r  e s  e l  emplea 
do por Sante lm an y c o l .  (1 9 7 1 ) ,  en e l  que ademàs de l a  
o b se rv ac iô n  v i s u a l  de l o s  e f e c t o s  f i t o t ô x i c o s  p r o d u c i -  
dos por e l  h e r b i c i d a  en l a  p l a n t a ,  t i e n e n  en c u e n ta  l a  
a l t u r a  de l a  misma y su peso f r e s c o  y seco .
No hay que o l v i d a r ,  en l o s  b io e n sa y o s  con p la n ­
t a s  co m p lé ta s ,  l a  im p o r ta n c ia  de l o s  f a c t o r e s  ambientja 
l e s  que a f e c t a n  t a n t o  a  l a  s e n s i b i l i d a d  como a l a  r e — 
p r o d u c ib i l i d a d  d e l  método. E n t re  e l l o s  cabe d e s t a c a r  : 
l a  t e m p e r a tu r a ,  i n t e n s i d a d  de i lu m in a c iô n ,  d u ra c iô n  del 
d l a ,  humedad r e l a t i v a  y n u t r i a n t e s .  E s te  t i p o  de con— 
t r o l  t i e n e  e l  in c o n v é n ie n t s  de que s ô lo  se  puede rea l i^  
za r  en cam aras de c r e c im ie n to ,  l o  que e n c a re ce  de modo 
c o n s id e r a b le  e l  b io e n sa y o .
1 . 4 . 2 . 2 .  Métodos que u t lh z a n  e l  c r e c im ie n to  rafv.A.ann.
E l p r i n c i p a l  in c o n v e n ie n te  en e l  uso convenc io -  
n a l  de p l a n t a s  co m plé tas  e s  e l  tiempo empleado p a r a
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o b te n e r  un r e s u l t a d o ,  por l o  que a lg u n o s  in v e s t ig a d o ­
r e s  (Mazur y ccd, 1969) ban buscado métodos mas r a p id o s  que 
c o n s i s t e n ,  fundam enta lm en te , en h a c e r  germ inar  l a s  sem^ 
l i a s  de l a s  p l a n t a s  a e s t u d i a r  en un pape l  de f ü t r o  
humedecldo con s o lu c lô n  de h e r b l c l d a  y medir l a  l o n g i ­
tud d e l  t a l l o  y de l a s  r a i c e s  después  de un i n t e r v a  1 o 
de tiem po de te rm inado  que, g en e ra lm e n te ,  son 96  h o ra s .  
E x i s t e n  d i v e r s e s  m o d i f ic a c io n e s  a e s t e  método, entre l a s  
que l a  mâs u t i l i z a d a  e s  l a  de P a rk e r  (1964) .
1 . 4 . 2 . 3 .  Métodos que u t i l i z a n  a l x a s .
Las a l g a s  pa recen  s e r  id&neas como organisme de 
b io en say o  p a ra  l a  d e te c c iô n  de r e s ld u o s  de h e r b i c i d a s  
que a c tû a n  como i n h i b i d o r e s  de l a  f o t o s l n t e s i s .  La 
C h l o r e l l a  o v re n o id o sa  ha s id o  empleada por Gramlich y 
F ra n s  (1964) p a ra  d e te rm in e r  r e s ld u o s  de â c id o  n a f t i l -  
a c è t i c o , 2 - 4 , D  y a t r a z i n a .  A tk in s  y Tchan ( 1967) descrj .  
b ie r o n  un método en e l  que se  e s t im ab a  l a  i n h i b i c iô n  -  
d e l  c r e c im ie n to  de l a  C h l o r e l l a  b p . en e l  l l q u i d o  sobrje 
n a d a n te  de un b a r r o  de s u e lo  con una c o n c e n t ra c iô n  co­
no c id a  de a t r a z i n a .  Con e s t e  mismo método, Addison y 
B a rd s le y  (1 9 6 8 ) e n c o n t r a ro n  que e l  organisme e r a  s e n s ^  
b le  p a ra  0 ,1  p . p.m. de d lu rô n .  S in  embargo, Cho y c o l .  
( 1972 ) in fo rm aro n  que e x i s t e  un mutante  de l a  C h lo re l la  
que puede t o l e r a r  h a s t a  200 p . p.m. de CMU, l o  que hace 
Buponer que l a  p r e s e n c ia  de t a i e s  m u tan tes  r e s i s t e n t e s  
en e l  in ô c u lo  i n i c i a l  p u d ie r a  a f e c t a r  s lg n l f i c a t iv a m e n  
te  a  l o s  r e s u l t a d o s  g l o b a l e s .
1 . 4 . 2 . 4 . Métodos que u t i l i z a n  o t r o s  organism os a c u â t l -  
0 0 6 .
D iv e rs e s  a u t o r e s  ( P a r k e r ,  1964, 1965) ban u t i l ^  
zado l a  Lemna s n . 0 p l a n t a s  s i m i l a r e s  como organism os
— 46 —
de b io e n sa y o ,  re lactooando e l  peso de l a  f ro n d a ,  e l  â rea  
y e l  c o l o r  con l a  c o n c e n t r a c iô n  d e l  h e r b i c i d a ,  compro- 
bando que t a n to  l a  i n t e n s i d a d  como e l  t i p o  de l u z  y de 
agua u t i l i z a d o s ,  a f e c ta b a n  l a  r e s p u e s t a  b io lô g i c a  de 
e s t e  s u b s t r a t o .
1 . 4 . 2 . 5 . Métodos que u t i l i z a n  hongos .
E l  A s p e r g i l l u s  n i g e r  se  ha empleado tam bién como 
o rg an ismo de b io ensayo  p a ra  l a  d e te rm in a c iô n  de r e s i — 
duos de h e r b i c i d a s  d e r iv a d o s  de l a  u r e a  (Murray y c o l . ,  
1969) ,  pe ro  su s e n s i b i l i d a d  e s  mucho menor que l a  de los 
organism os f o t o s i n t é t i c o s .
1 . 4 . 3 . C o n s id e ra c io n e s  sob re  l o s  métodos de a n â l i s i s  de
r e s l d u o s  de h e r b i c i d a s .
Después de d a r  e s t a  v i s i ô n  g e n e ra l  de l o s  méto­
dos u t i l i z a d o s  en e l  a n â l i s i s  de r e s l d u o s  de h e r b i c i — 
d a s ,  e s  d i f l c i l  e m i t i r  un j u i c i o  sobre  c u â l  s é r i a  e l  
método de e l e c c i ô n  p a ra  cada  caso  p a r t i c u l a r .  En re a l j .  
dad, e s  poco c o r r i e n t e  que se e s t a b l e z c a n  comparéeicnes 
e n t r e  l o s  b io e n sa y o s  e n t r e  s i  0 e n t r e  é s t o s  y l o s  mét_g 
dos a n a l l t i c o s ,  aunque e z i s t e n  a lg u n o s  a u t o r e s  que han 
p ro p o rc io n ad o  d a to s  de enorme i n t e r é s  en e s t e  s e n t id o .  
A si ,  B a i le y  (1970) en c o n trô  que e l  método de P a rk e r  -  
( 1964 , 1965 ) ,  que u t i l i z a  l a  Lemna. e r a  mâs s e n s i b l e  -  
que e l  método que u t i l i z a  l a  Avena p a ra  e l  monurôn. Con 
una cepa  de C h l o r e l l a  de a l t a  te m p e ra tu ra ,  K ra tky  y 
Warren (1971 a )  e n c o n t ra ro n  r e s u l t a d o s  mâs s e n s ib le s  en 
l a  d e te rm in a c iô n  de r e s i d u e s  de a t r a z i n a  que l o s  o b te ­
n id o s  con s o j a  y que é s t a ,  a su v e z ,  e r a  s i m i l a r  a  l a  
cebada y a l  pep ino  y menos s e n s i b l e  que l a  rem olacha . 
También compararon su método (K ra tky  y Warren, 1971 b) 
con e l  d e l  c re c im ie n to  r a l z / t a l l o  de P a rk e r  (1964, I9 6 5 )
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p a ra  l a  d e te rm in a c iô n  de r e s l d u o s  de 42 h e r b ic id a s ,  corn 
probando que e l  método de l a  C h l o r e l l a  e r a  e l  mâs sen ­
s i b l e  p a ra  l a  v a lo r a c iô n  de r e s l d u o s  de h e r b i c i d a s  inh i  
b i d o r e s de l a  f o t o s l n t e s i s  y que e l  que mide e l  c r e c i ­
m iento  de l a  r a l z / t a l l o  l o  e r a  p a ra  l a  mayorla  de l o s  
h e r b i c i d a s ,  excep tuando e s t o s  u l t i m e s .
E l  l i m i t e  de s e n s i b i l i d a d  p a ra  o b te n e r  e l  30% de 
in h ib ic iô n  e s  de 1 p . p.m. o menos p a ra  31 h e r b i c i d a s  %  
f e r e n t e s  por  c u a lq u i e r a  de l o s  dos métodos.
Es d i f l c i l  comparar l o s  métodos b i o lô g ic o s  con 
l o s  i n s t r u m e n t a l e s ,  ya que e l  p roceso  de e x t r a c c lô n  ne 
c e a a r i o  en e s t o s  û l t im o s ,  puede a r r a s t r a r  h e r b i c id a  que 
no e s  b lo lô g ic a m e n te  a c t i v o ,  e s p e c ia lm e n te  cuando se 
t r a b a j a  en c o n d ic io n e s  de campo. Son de d e s t a c a r  los tro  
b a jo s  de S ik k a  y Davis (19 6 6 ) ,  que e n c o n tra ro n  una bue 
na c o r r e l a c i ô n  e n t r e  l o s  r e s u l t a d o s  o b te n id o s  con un 
b ioensayo  en Avena para  h e r b i c i d a s  d e r iv a d o s  de la u re a  
y l o s  o b te n id o s  por  e s p e c t r o f o to m e t r ia  u . v . , aunque e l  
c o e f i c i e n t e  de c o r r e l a c i ô n  de l a  l l n e a  de r e g r e s iô n  ob 
t e n id a  no fue l a  u n id a d .  También e n c o n tra ro n  buena con 
c o rd a n c ia  F ry e r  y K irk lan d  (19 7 0 ) ,  en l a  e v a lu a c iô n  de 
r e s l d u o s  de s im az in a  d e te rm in ad o s  por un b ioensayo  con 
B r à s s i c a  r a n a  como s u b s t r a t o  b io lô g i c o  y l a  v a lo r a c iô n  
por c ro m a to g ra f la  de g a s e s ,  s ie n d o ,  a v e c e s ,  i n d u  s o  
mâs s e n s i b l e  e l  p r im ero .  A s i m i l a r e s  c o n c lu s lo n e s  11e-  
gan Santelm an y c o l .  (19 7 1 ) ,  en co n tran d o  que l o s  méto- 
dO B  e s p e c t r o f o t o m é t r i c o s  y c ro m a to g râ f ic o s  pa ra  l a  de­
te rm in a c iô n  de r e s ld u o s  de p ro m e tr in a ,  daban v a l  o r  e s  
que e s ta b a n  en co n co rd an c la  con l o s  o b te n id o s  por un 
b ioensayo  con l a  cebada.
Como resumen y de acu erd o  con l a  te n d e n c ia  ge­
n e r a l ,  se puede a f i r m a r  que l o s  b io en say o s  son l o s  mé­
to d o s  mâs s e n s i b l e s  y que mâs se aproximan a l a  r e a l i -  
dad b i o l ô g i c a  en l a  d e te rm in a c iô n  de r e s ld u o s  de
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h e r b i c i d a s ,  y que l a  c r o m a to g ra f la  de g a se s  o de l l q u ^  
dos de a l t a  p r e s iô n  son l o s  menos v a r i a b l e s .  En todo  
c a so ,  l a  p r im era  c o n s id e r a c iô n  que debe e s t a b l e c e r s e  àl 
e l e g i r  un método a n a l l t i c o ,  e s  p r e c i s a r  cu&l e s  e l  g r£  
do de e s p e c i f i c i d a d  r e q u e r id o  p a ra  e l  a n â l i s i s  y su s  
l i m i t e s  de d e t e c c iô n ,  contando  con l o s  métodos de que 
se  d isp o n e  en e l  l a b o r a t o r i o  donde va a  e f e c t u a r s e  l a  
i n v e s t i g a c i ô n .
2. MATERIAL Y METODOS
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2 .1 .  ESTUDIO DEL EFECTO DEL CMU SOBRE EL DESARROLLO PE 
PLANTAS CULTIVADAS.
Se e s tu d i a r o n  l o s  e f e c t o s  f i t o t ô x i c o s  producidos 
por e l  CMU, a b s o rb id o  r a d i c u l a r m e n te ,  en d l f e r e n t e s  ejg 
p e c i e s  de p l a n t a s  c u l t i v a d a s  en in v e rn a d e ro ,  en funciôn 
de l a  c o n c e n t r a c iô n  d e l  h e r b i c i d a  y del tiempo de t r a t ^  
m ien to , com parandolas  con p l a n t a s  t e s t i g o  s i n  t r a t a r  -  
m an ten idas  en i g u a l e s  c o n d ic io n e s  a m b ie n ta ie s .
2 . 1 . 1 .  E s p e c ie s  v e g e t a l e s  e n s a y a d a s .
Cebada (Hordeum v u l g a r e) L.
Avena (Avena s a t i v a )  L.
T r ig o  (T r i t i c u m  aes t iv u m )  L.
Maiz (Zea mais) L.
J u d l a  (P h a se o lu s  v u l g a r i s )  L.
Tomate (L icopers icum  scu len tum ) L.
2 . 1 . 2 . C on d ic io n es  de c u l t i v o .
Se p u s ie ro n  a  g e rm inar  l a s  s e m i l l a s  de l a s  espg_ 
c i e s  i n d i c a d a s  en e l  a p a r ta d o  2 . 1 . 1 , en a re n a  e s t é r i l  
humedecida con agua . Una vez  germ inadas ,  se  reg a ro n  con 
s o lu c iô n  n u t r i t i v a  de B id w e ll  (19 7 4 ) ,  cuya com posic iôn  
se  d e t a l l a  en l a  t a b l a  V.
Al cabo de dos semanas, en e l  caso  de l a  cebada, 
avena y t r i g o ,  t r è s  en e l  d e l  maiz , c u a t r o  p a ra  l a  j u ­
d l a  y s a i s  p a ra  e l  tom ate ,  se  pasa ro n  l a s  p l à n t u l a s  cul 
dadosamente a  v a so s  de c u l t i v o  que c o n te n la n  l a  misma 
s o lu c iô n  n u t r i t i v a  ( F ig .  3)» y se  c o lo c a ro n  en una ca­
mera de c u l t i v o  a una tempe r a t u r a  de 22  ±  1 ^C y una h\a 































a s tu Y le ro n  so m etidas  a  una i lu m in a c iô n  c o n t in u a  de 14 
W/m^ e u m in is t r a d o s  por tu b o s  Q ro - lu x  (S y lv a n ia )  de 40 W.
Al cabo de t r è s  d l a s ,  tiempo que se c o n s id e r^  ne, 
c e s a r i o  p a ra  que l a s  p l a n t a s  e s t u v i e r a n  a d a p ta d a s  a  e s  
t e  a m b ia n te ,  se comenzô l a  e x p e r i e n c i a .
Se e s tu d iô  e l  e f e c t o  f i t o t ô x i c o  de nueve c oneen 
t r a c  io n e s  d i s t i n t a s  de CMU* com prendidas e n t r e  lO"*  ^ M 
y 10“ ^^ M sob re  cada una de l a s  e s p e c i e s  v e g e t a l e s  a r r t  
ba in d ic a d a s ;  f r e n t e  a  l o s  t e s t i g o s  s i n  t r a t a r .
L as s o lu c io n e s  problem s se p re p a ra ro n  por d i l u -  
c iô n  de una s o lu c iô n  s to c k  o b te n id a  d e l  s i g u i e n t e  modo: 
Se p e sa ro n ,  ex ac tam en te ,  198,7 mg de monurôn, q u i a i c a -  
mente p u ro ,  se i n t r o d u j e r o n  en un m atraz  a fo ra d o  de 1000 
cc ,  se a d a d ie ro n  2 cc de e t a n o l  p a ra  d i s o l v e r l o s  com— 
p ie ta m e n te  y se co m ple t6 con s o lu c iô n  n u t r i t i v a  de Bid 
v e i l  h a s t a  e l  e n r a s e .  La c o n c e n t r a c iô n  de e s t a  soluciôn 
s to c k  e s  de 10“^ M.
Las p l a n t a s  se d i v i d i e r o n  en dos g rupos  de 40 
p l a n t a s  cada  uno. E l  t r a t a m i e n t o  se e f e c tu ô  d u ra n te  
c u a t r o  semanas, cambiandose l a s  s o lu c io n e s  r e s p e c t i v a s  
t r è s  v eces  por semana.
Las p l a n t a s  d e l  p r im er  grupo se c o lo c a ro n  en l a s  
d i s t i n t a s  s o lu c io n e s  de CMU a ra z ô n  de c u a t r o  p l a n t a s  
por cada  c o n c e n t ra c iô n  de h e r b i c i d a .  A l a s  c u a t r o  p lan  
t a s  t e s t i g o  sô lo  se a û a d iô  s o lu c iô n  n u t r i t i v a .
Las d e l  segundo g ru p o , se  d i v i d i e r o n  de modo 
anâ lpgo  y se c o lo c a ro n  en i g u a l e s  c o n d ic io n e s  que l a s  
e x p re sa d a s  p a ra  e l  p r im er  grupo d u ra n te  l a  p r im era  se ­
mana de l a  e x p e r i e n c i a .  Al cabo de e s t e  t iem po, se pa­
sa ron  a s o lu c iô n  n u t r i t i v a  de B idw ell  d u ra n te  l a s
Pm.CMU = 198,7
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t r è s  semanas r e s t a n t e s  con e l  f i n  de e s t u d i a r  l a  r e c u -  
p e ra c iô n  de l a s  p l a n t a s  a l  e l im in a r  e l  compuesto t ô x i -  
co.
2 . 1 . 3 . O b se rv ac io n es  r e a l i z a d a s .
Con o b je to  de e s t u d i a r  e l  e f e c t o  f i t o t ô x i c o  d e l  
CMU so b re  e l  d e s a r r o l l o  de l a s  p l a n t a s  a  n i v e l  m acros-  
c ô p ic o ,  se r e a l i z a r o n  o b s e rv a c io n e s  p e r i ô d i c a s  d u ra n te  
1 mes.
Como In d ic e  de d e s a r r o l l o  se  e l i g i ô  e l  nûmero to 
t a l  de h o ja s  (0  de f o l i o l o s  en e l  caso  de l a  j u d l a ) ,  ya 
que e s t e  p a ram è tre  e r a  de f â c i l  e in e q u lv o c a  d é te rm in a  
c iô n .
Se p r e f i r i ô  e s t e  In d ic e  a l  de l o n g i tu d  d e l  t a l lo  
por l a  d i f i c u l t a d  que r e p r é s e n t a  e l  t e n e r  e s t a  medida 
en l a s  p l à n t u l a s  de c e r e a l e s .
A l a  vez que se d e te rm in ab a  e l  nûmero de f o l i o ­
l o s  0 de h o j a s ,  se  observaba  l a  e x i s t e n c i a  0 no de s i n  
t  ornas de m a rch i tam ien to  y de e x p re s iô n  c l a r a  de l e  t a l  
dad.
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2 .2 .  ESTODIO DEL EFECTO DEL CMU SOBRE LA ACTIVIDAD FOTO- 
SINTETICA PE LAS HOJAS PE PLANTAS CULTIVADAS.
Se e s t u d i ô  e l  e f e c t o  d e l  CMU a c o n c e n t r a c io n e s
v a r i a b l e s  e n t r e  10” ^ M j  10” ® M, después  de 1 y 7 d l a s  
de a b s o rc iô n  r a d i c u l a r ,  so b re  l a  a c t i v i d a d  f o t o s i n t é t i  
ca (A .F .)  de l a s  h o ja s  de l a s  p l a n t a s  de cebada, avena, 
t r i g o ,  maiz, ju d l a  y to m ate ,  c u l t i v a d a s  segûn se c i t ô  
en e l  punto  2 . 1 . 2 ,
La a p l i c a c i ô n  d e l  CMU se r e a l i z ô  en p l a n t a s  de 
cebada , t r i g o  y avena a  l a s  2 semanas; en maiz a l a s
3 semanas, en j u d l a  a  l a s  4 semanas y en tom ate a l a s
6 semanas de d e s a r r o l l o .
P a ra  d e te rm in a r  l a  A.F. se u t i l i z ô  ^^CÛ2 a p l i c a
do segûn e l  método d e s c r i t o  por Fernandez  (1975, 1978).
2 . 2 . 1 .  E s t im a c iô n  de la  c o n c e n tra c iô n  de CMU e n l a s h o . l a s .
Una vez germ inadas  l a s  p l à n t u l a s  y a lc a n z ad o  e l  
tamado in d ic a d o  e n  2 . 1 . 2 , se pasaron  a v aso s  de c u l  
t i v o  con s o lu c iô n  n u t r i t i v a  d u ra n te  t r è s  d l a s .
P a ra  e s t u d i a r  l a  c o n c e n t r a c iô n  que a lc a n z a b a  e l
CMU en l a s  p l a n t a s  que l o  h a b la n  ab so rb id o  r a d i c u l a r ­
mente, se u t i l i z ô  CMU marcado con ^^C (monurôn-2-^^C) 
de 3 ,8 8  /uCi//<aol de a c t i v i d a d  e s p e c l f  i c a  (1 ,4 2  x 105 
bq//imol), comprobada por l a  medida de l a  D.O. a 246 nm 
(K = 10 ,593  f i s / c c )  y por  c o n ta j e  en c e n t e l l e o  l l q u i d o .
Las s o lu c io n e s  de CMU-^^C se p re p a ra ro n  a p a r t i r  
de una s o lu c iô n  s to c k .  En l a  t a b l a  VI se ex p re san  l o s  
v a lo r e s  de l a  c o n c e n t r a c iô n  r a d i a c t i v a  de l a s  d i f e r e n -  
t e s  s o lu c io n e s  de CMU^^C u t i l i z a d a s .
Se emplearon 14 p l a n t a s  por e x p e r i e n c i a ,  c o lo — 
cândose dos p l a n t a s  en cada uno de l o s  vasos  de c u l t i v o
—  56 —
TABLA V I . -  C o n c e n tra c iô n  r a d i a c t i v a  de l a e  d i f e r e n  
t e s  s o lu c io n e s  de CMÜ-^^C.
(A# : 3 '8 6  aCi/mmol)
C o n cen trac iô n  
molar 
(mmol/cc)
C o n cen trac iô n
r a d i a c t i v a
(dpm/cc)
1 X 10"^ 8,61 X 10^
1 X 10"5 8,61 X 10^
1 X 10"^ 8,61 X 10^
1 X 10-7 8,61 X 10^
1 X 10“ ® 8,61 X 10
0 -
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que c o n te n la n  l a s  d l f e r e n t e s  c o n c e n t r a c lo n e s  de CMU- 
y l a s  c u a t r o  r e s t a n t e s  en 2 v aso s  que c o n te n la n  s o lu — 
c l6 n  n u t r l t l v a .
D urante  l a  semana que dur& l a  e x p e r le n c ia  se man 
tu v le r o n  en câmara de c u l t l v o  en l a s  c o n d lc lo n e s  de T@, 
huaedad r e l a t l v a  e i lu a in a c l& n  In d ic a d a s  en 2 . 1 . 2 .
La e s t im a c l6 n  de l a  c o n c e n t r a c lô n  a lcan zad a  por 
e l  CMU en l a s  h o j a s  de l a s  d i s t i n t a s  p l a n t a s  se re a l lz o  
te n le n d o  en c u e n ta  l a  c a n t id a d  de CMU d e t e c ta d a  por con 
t a j e  en c e n t e l l e o  l i q u l d o  ( c . l . )  de una m uestra  de hoja 
y l a  huaedad de l a  a l s a a .  P a ra  e l l o ,  se  toa& una a u e s -  
t r a  de h o ja  de un peso f r e s c o  coap rend ido  e n t r e  50 y 
100 mg ( d e t e r a in a d o  e x a c t a a e n t e ) , se I n t r o d u jo  en un 
v i a l  de c o n t a j e  en c . l . ,  se  desecô  en e s t u f a  a 60°C du 
r a n te  24 b o ra s ,  h a s t a  peso c o n s t a n t e .  A l a  a u e s t r a  de -  
secada  se afladiô  1 cc de NO^ H a l  55% y se d l g l r l b  en 
bafio m aria  a 90°C d u ra n te  5 b o r a s .  Una vez f r l o  se ana 
d le ro n  15 ce de I n s t a g e l ,  se a g l t ô  v ig o ro s a a e n te  b a s ta  
l a  d lso lu c i& n  com plé ta  d e l  m a t e r i a l  v e g e t a l  y se proce 
d iô  a c o n ta r  en c e n t e l l e o  l l q u i d o  (Fernandez, 1975» 1978).
P a ra  co n o cer  e l  p o r c e n ta je  de l a  a c t i v i d a d  que 
c o r r e s p o n d ia  a l  CMU d e n t ro  de l a  a c t i v i d a d  t o t a l  deteç. 
t a d a  en cada a u e s t r a ,  p a r a l e l a n e n t s  se tomô o t r a  mues- 
t r a  de b o ja  que se  a ace rô  con e t a n o l  y e l  e x t r a c to ,  una 
vez c o n c e n tra d o ,  se c ro m a to g ra f iô  en capa f i n a  en p l a ­
ç a s  de g e l  de s i l i c e  Merck, s in  in d ic a d o r  de f l u o r é s — 
c e n c ia ,  de 0 ,2 5  de e s p e s o r ,  l a v a d a s  con metanol y 
a c t i v a d a s  en e s t u f a  a 60°C d u ra n te  1 b o ra ,  u t i l i z a n d o  
c lo ro fo rm o rn i t ro m e ta n o  (1 :1 )  coao e lu y e n te .
P a ra  d e t e c t a r  e l  CMU-  ^^C s i n  d e g ra d a r ,  a s l  como 
sus  p r o d u c t08 de t ransfo rm ée i& n , se r e a l i z ô  una a u to rra  
d i o g r a f l a  con p e l l c u l a s  de Rayos X Kodak R-B-54, y s e  
p ro c e d ib  a l  r a sp a d o  y c o n ta je  de l a s  d i f e r e n t e s  mancbas 
r a d i a c t i v a s  d e t e c t a d a s .
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M u l t lp l lc a n d o  l a  a c t i v i d a d  t o t a l  d e te c ta d a  en la  
m ueetra  por e l  % c o r r e s p o n d ie n te  a l a  a c t i v i d a d  d e l  
CMU o b te n id a  en e l  a n a l i s i s  r a d i o c r o a a t o g r a f i c o ,  se ob 
tuvo l a  a c t i v i d a d  c o r r e s p o n d ie n te  a l  CMU de l a  auestra .,  
y d iv id ie n d o  é s t a  por l a  Ag d e l  CMU-'^C, y por e l  con- 
te n id o  acuoso  de l a  a u e s t r a ,  se o b t i e n s  l a  c o n c e n t r a — 
ci&n que se e s t im a  a lc a n z a  e l  CMU en l a  b o ja .
2 . 2 . 2 .  A s im i la c iô n  d e l  ^^COg.
P a ra  medir l a  a c t i v i d a d  f o t o s i n t é t i c a  de l a s  b£ 
j a s  de l a s  d i s t i n t a s  e s p e c i e s  a  e s t u d i a r ,  se  u t i l i z ô  e l  
método d e s c r i t o  por Fernandez (1975, 1978).
E l p ro ced im ien to  c o n s i s t e  en b a c e r  p a s a r ,  duran 
te  30  segundos, una c o r r i e n t e  de a i r e  con ^^C0 £ (3 0 0
p . p .m . , Ag: 4 mCi/mmol), a t r a v é s  de una microcâmara -  
t r a n s p a r e n t e ,  en cuyo i n t e r i o r  se e n c u e n tra  l a  p a r t e  de 
l a  b o ja  en que se va a d e te rm in a r  l a  a c t i v i d a d  fotoslfl, 
t é t i c a .
El ^^C0£ se g en e ra  a  p a r t i r  de ^^CO^Ba de  una 
a c t i v i d a d  e s p e c l f i c a  conoc ida  (en n u e s t r o  caso  4 mCi /  
mmol) y se c a l c u l a  l a  c a n t id a d  n e c e s a r i a  p a ra  p ro d u c ir  
l a  c o n c e n t r a c lô n  de COg deseada  en e l  volumen t o t a l  de 
a i r e  que se  vaya a u t i l i z e r .
P a ra  l a s  c o n d ic io n e s  de n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  (710 
mm de p re s iô n  a tm o s f e r i c a  y 2 0 °C de t e m p e r a tu r e ) , se 
u t i l i z a n  2 ,3 1  mg de '^CO^Ba pa ra  p r o d u c i r  1 l i t r o  de 
a i r e  con 300 p . p.m. de 1^0 0 2 .
La c a n t id a d  deseada  de ^^CO^Ba se d e p o s i t s  en  
un v i a l  que se c i e r r a  be rm é ticam en te .
Se produce e l  v a c lo  p re v io  y se in y e c ta n  5 ce 
de a c id o  l â c t i c o  2 N.
-  59 -  /' fT
14 'E l CO2 deep ren d ld o  e s t a  en e q u i l l b r l o  e n t r e  el
l l q u i d o  y l a  a t a ô s f e r a  d e l  i n t e r i o r  d e l  v i a l .
Por medio de una j e r i n g a  p r o v i e t a  de una l l a i e  de 
2 v l a e  se hace p a s a r  a i r e  a t r a v é s  de una columns de cal 
sodada (p a r a  r e t e n e r  e l  CO2 ) y por e l  v i a l  que c o n t ie n s  
e l  ^^C0 2 , p a ra  a r r a s t r a r l o  y l l e n a r  un b a l 6n de p o l i e ^  
len o  p r o v i s t o  de una boca con obturador ( F ig .  4 ) .
Con o b je to  de c o n t r ô l e r  l a  c o n c e n t ra c lô n  rad iac ,  
t i v a  de l a  mezcla de a i r e  p roduc ido  y su p o s ib le  v a r i a  
c iô n  en e l  t iem po , se toma una a u e s t r a  a tiempo c e ro ,  
o t r a  a  m itad  y o t r a  a l  f i n a l  de l a  e x p e r i e n c i a ,  que se 
recogen  so b re  e tan o lam in a  y se  v a lo ra n  por c e n t e l l e o  14 
qu id o .
La c o n c e n t r a c lô n  r a d i a c t i v a  d e l  a i r e  d e l  ba lôn  
(e x p re sa d a  en dpm/cc) se d é te rm in a  d i re c ta m e n te  d i v i — 
diendo  l a s  cpm o b te n id a s  por l a  e f i c i e n c i a  d e l  c o n t a j e .
La m icrocamara p ropiam ente  d ic h a ,  r e p r e s e n t a d a  -  
en l a  F ig .  5 , t i e n s  una s u p e r f i c i e  de 4 cm^ y una p ro -  
fund idad  de 5 c a .
E l a i r e  marcado, a l  e n t r e r  en l a  camera, se  d i s  
t r i b u y e  homogéneamente y s a l e  por un tubo que c o n t i e n s  
c a l  sodada p a ra  a b s o rb e r  e l  ^^C0 2 .
E l  gas  se hace p a sa r  ûnicam ente  por e l  envés de 
l a  h o ja .
La p a r t e  s u p e r i o r  de l a  câmara e s  t r a n s p a r e n t e  
para  d e j a r  p a sa r  l a  lu z  h a s t a  l a  h o ja .
Con o b je to  de d e l i m i t e r  l a  zona de h o ja  que a b a r  
ca l a  m icrocâm ara, en l o s  b o rd e s  de é s t a ,  e x i s t e n  unos 
p iv o te s  de a c e ro  in o x id a b le  que d e ja n  una marca en l a  
b o ja  a l  p r e s io n a r  l a s  p in z a s  sob re  ambas p la c e s .
Durante  l a  e x p e r i e n c i a ,  l a  câmara se ilumina con 
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E S Q U E M A  DE LA M I C R O C A M A R A  U T I L I Z A D A  PARA LA 
M E D I D A  DE LA A C T I V I D A D  F O T O S I N T E T I C A  EN H O JA S  
DE D I V E R S  A S  P L A N T A S  C U L T I V A D A S .
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N l t r a p h o t ) .  Despuée de 30 segundos,  se c o r t a  l a  i l u s i -  
n ac lô n  y l a  porcl&n de h o ja  s o a e t l d a  a e z p e r lm e n ta c l 6n 
se d eseca  a 90°C d u ra n te  24 b o r a s .  Acto segu ldo  se pro  
c e sa  l a  a u e s t r a  p a ra  c o n ta j e  en c . l .  po r  medio de una 
d ig e s t i& n  con NO3 H a l  3 5 %» eegun se  l n d l c 6 en e l  punto  
2 .2 . 1 .
A p a r t i r  de l a s  cpm o b te n id a s  en cada v i a l  de 
c e n t e l l e o  l l q u i d o ,  se puede d e te rm in a r  l a  a c t i v i d a d  fjo 
t o s i n t é t i c a  de l a s  d i f e r e n t e s  h o ja s  e x p re sad a  en micro 
moles de COg a s im i la d o  por cm^ de h o ja  y por bora, a p l i  
cando l a  f&rmula:
cpm • 3600
Af = -■■■■.......  —
e • As • S . t
en l a  que:
Af = a c t i v i d a d  f o t o s i n t é t i c a .  
cpm= c u e n ta s  por m inu to . 
e = e f i c i e n c i a  d e l  c o n t a j e .
Ag = a c t i v i d a d  e s p e c l f i c a  d e l  exp resado
en d e s l n t e g r a c i é n  por minuto (dpm) por 
micromol de COg.
S = s u p e r f i c i e  de l a  h o ja  e x p u e s ta  ex p re sad a  
en cm^.
t  = tiempo de exposic i& n de l a  h o ja  a l  f l u j o  
de a i r e  marcado, exp resado  en segundos.
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2 .3 .  ESTÜDIO DEL EFECTO DEL CMU SOBRE LA REACCION DE 
HILL EN CLOROPLASTOS AISLADOS DE HOJAS DE PLANTAS 
CULTIVADAS.
Se u t l l l z 6 e l  2 -6  d i c l o r o f e n o l  in d o fe n o l  (DPIP) 
como i n d i c a d o r  de 6x i d o - r e d u c c i 6n por l a  doble  v e n t a j a  
de p o se e r  un p o t e n c i a l  de 6x i d o - r e d u c c i 6n de + 0 ,2 1 7  V 
(Y. Koucbkousiky, 1963)» l o  que l e  hace s u s c e p t ib l e  de
r e d u c i r s e  o por e l  c i toc rom o  b de p o t e n c i a l  Eg = + 0 ,0 5  
V, o por l a  p la s to q u in o n a  r e d u c id a  de p o t e n c i a l  E ^ = 0 
V, y por p e rm i t i r  v a l o r a r  l a  reacc i& n de H l l l  co lo r im è  
t r i c a m e n te ,  ya que e l  DPIP oxidado e s  a z u l  y a l  r e d u — 
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E l CMU inh ibe ,  l a  reacci& n de H l l l ,  y por t a n t o ,  
i n h i b i r â  l a  r e d u c e iôn  d e l  DPIP en p r e s e n c ia  de c lo r o — 
p l a s t o s  i lu m in a d o s .
Basândoae en e s t e  p r i n c i p i o ,  se  i n t e n t b  determj. 
n a r  l a  r e l a c i ô n  e x i s t a n t e  e n t r e  l a  c o n c e n t r a c lô n  de CMU 
y e l  g rado  de i n h i b i c i ô n  de l a  reacc i& n de H i l l , en f r a g  
mentos de c l o r o p l a s t o s  a i s l a d o s  de cebada , a vena, t r i -  
go, n a l z ,  j u d l a  y tom ate .
2 . 3 . 1 . A i a l a a i e n t o  de c l o r o p l a s t o s .
Se s i g u i ô  e l  método de Whatley y Arnon (1 9 6 3 ) .
Se p a r t i ô  de 50 S de h o ja s  f r e s c a s ,  m an ten idas  a 
b a ja  te m p e ra tu ra  (0-5°C), de l a s  que se su p r im ie ro n  l a s  
n e r v la c io n e s  p r i n c i p a l e s .
Se a ô a d ie ro n  100 cc de ClNa a l  2 %, so luci& n que 
e s  h i p o tô n ic a  con r e s p e c t o  a  l a  c é l u l a  que se q u ie r a  -  
romper, pero  i s o t ô n i c a  con r e s p e c t o  a  l o s  c l o r o p l a s t o s .
Se t r i t u r é  en b a t i d o r a ,  se f i l t r é  a  t r a v é s  de g& 
sa  dob le  y se r e c o g ié  e l  f i l t r a d o  en baho de h i e l o .
E l  f i l t r a d o  se  c e n t r i f u g é  a  3OO g d u ra n te  2 mi­
n u te s  p a ra  e l im in a r  l o s  r e s t e s  de p a re d e s  y n û c le o s .
En e l  so b re n a d a n te  quedaron l o s  c l o r o p l a s t o s  juj^ 
to  con m i to c o n d r ia s ,  r ib o so m as ,  enzim as s o l u b l e s ,  e t c .
E s te  so b ren ad an te  se v o lv i é  a  c e n t r i f u g a r  dura& 
t e  7 m inu tes  a 1000 g p a ra  se d im e n ta r  l o s  fragmentes de 
c l o r o p l a s t o s .  E l  sed im ento  se r e s u s p e n d ié  en ClNa 2%  
con ayuda de un a lgodén  h i d r é f i l o  s u j e t o  a l  ex trem e de 
una v a r i l l a .
Se r e p i t i é  l a  c e n t r i f u g a c i é n  d u ra n te  10 m inu tes  
a 1000 g .  Completada é s t a ,  se  c o n s id é r é  que l o s  c l o r o ­
p l a s t o s  e s ta b a n  s u f i c ie n te m e n te  la v a d o s .
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Se t i r é  e l  so b ren ad an te  y e l  sed im ento  se r e s u s  
pend ié  en una s o lu c ié n  de ClNa a l  0 ,2%  h ip o té n l c a  con 
r e s p e c to  a l o s  c l o r o p l a s t o s ,  por l o  que se ronpen l i b e  
rando  l o s  g ra n o s .
E l  volumen de ClNa a l  0 ,2  % an ad id o ,  se c a l c u l é  
te n ie n d o  en cu e n ta  e l  % de c l o r o f i l a  deseado y e l  vo­
lumen n e c e s a r i o  p a ra  l a  e x p e r i e n c i a .
Los c l o r o p l a s t o s  a i s l a d o s  se co n se rv e ro n  en baflo 
de h i e l o  en un r e c i p i e n t e  fo r r a d o  con p ap e l  de alumlnio 
p a ra  p r e s e r v a r l o s  de l a  l u z .
E l  p ro ceso  seg u id o  p a ra  e l  a i s l a m ie n to  de c lo ro  
p l a s t o s  se r e p r e s e n t s  en l a  F ig .  6.
No se  u t i l i z é  l a  s o lu c i é n  tampén t r i s  0 ,2  M en 
e l  a i s l a m ie n to  de c l o r o p l a s t o s  (como in d ic a n  Arnon y 
c o l . , 1934)» n i  l a  s o lu c ié n  de f o s f a t o s  0,1 M en l a s  eu 
b e ta s  de medida, por  h a b e r s e  de te rm inado  prev iam ente  -  
que no i n f l u l a n  en l a  r e d u c c ié n  d e l  DPIP por l o s  c l o r £  
p l a s t o s .
A ntes de comenzar a  t r a b a j a r  con l o s  c l o r o p l a s ­
to s  r e c i é n  a i s l a d o s  se c a l c u l é  e l  co n te n id o  en c lo r o — 
f i l a  de l a  s u s p e n s ié n .
2 . 5 . 2 .  D e te rm in ac ién  d e l  c o n te n id o  en c l o r o f i l a .
La d e te rm in a c ié n  d e l  co n te n id o  en c l o r o f l i a s  se 
r e a l i z é  en l a  s o lu c i é n  de c l o r o p l a s t o s  y en h o ja s  de 
p l a n t a s  f r e s c a s .
De e s t a  forma, se  puede r e l a c i o n a r  l a  a c t i v i d a d  
f o t o s i n t é t i c a  de l o s  c l o r o p l a s t o s ,  d e te rm in ad a  por l a  
r e a c c i é n  de H l l l  con l a  s u p e r f i c i e  f o l i a r  que ocuparlan  
" in  v iv o "  y ,  por t a n t o ,  comparer l o s  r e s u l t a d o s  o b te n l  
dos por e s t e  método con l o s  o b te n id o s  p a ra  l a  a s i m i l a -  
c ié n  d e l
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ESQUEMA DEL PROCESO DE AISLAMIENTO DE FRAGMENTOS DE 
CLOROPLASTOS EN HOJAS DE P L A N T A S  CULTIVADAS
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2 - 3 . 2 . 1 ,  Area f o l i a r  e s p e c l f l c a .
E l  Area f o l i a r  e s p e c l f l c a  de l a s  h o ja s  f r e s c a s ,  
se  d e t e r a l n ô  de l a  s l g u i e n t e  manera: En un p l i e g o  de 
p ap e l  m l l im e tra d o  se d lb u jô  e l  con to rno  de una h o ja  eu 
yo peso se de te rm ln h  p re v ia m e n te ,  y se r e c o r t ô ,
Tambiên se r e c o r t b  un cuadrado  de pape l  de super 
f i c i e  c o n o c id a  ( 5 * 5  cm). Se pesaron  l o s  dos r e c o r t e s ,  
se  c a l c u l b  l a  s u p e r f i c i e  de l a  h o ja  y ,  como consecuen- 
c i a ,  se obtuvo l a  r e l a c i b n  s u p e r f i c i e / p e s o  'f re sco  ( a r e a  
f o l i a r  e s p e c l f l c a ) .
2 . 3 . 2 . 2 ,  A n a l i s i s  de c l o r o f l l a s .
La e s t im a c ib n  d e l  c o n te n id o  en c l o r o f i l a  por uni 
dad de s u p e r f i c i e  de h o ja  se  r e a l i z b  de l a  s ig u i e n t e  ma 
n e ra :
Se p esa ro n  0,1 g de h o ja s  f r e s c a s  y se maceraron 
con 5 cc de a c e to n a  a l  80% y 0 ,025  g de CO^Mg; se f i l  
tr& e l  macerado a t r a v é s  de pape l  Whatman NQ 1 y se l a  
vô e l  p ap e l  de f i l t r o  con a c e to n a  a l  80 % h a s t a  obtener 
un volumen f i n a l  de 25 ml, r e a l i z é n d o s e  todo e l  proceso 
en un baho de h i e l o .
La d e n s id a d  é p t i c a  de l a s  m u es tra s  se de term inô  
en un c o lo r lm e t r o  a 645, 652  y 663 nm f r e n t e  a un b lan  
co de a c e to n a  a l  8 0 % .
E l  c o n te n id o  en c l o r o f i l a ,  exp resado  en mgAitro, 
se  c a l c u l é  a p l i c a n d o  l a  e c u a c ié n  de Arnon (1949) :
Cl t o t a l  (mg/1) = 8 ,0 2  D0663 + 20 ,20  DO64$
La c a n t id a d  de c l o r o f i l a  por un idad  de s u p e r f i ­
c i e  f o l i a r  se  deduce a p a r t i r  d e l  peso de l a  h o ja ,  vcdu 
men de s o lu c i é n ,  c o n c e n t r é e ié n  de c l o r o f i l a  y l a  -
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r e l a c i ô n  p e s o / s u p e r f i c i e  d e  t e r m i n a d a  p r e v i a  — 
m ente .
2 . 3 . 2 . 3 .  En l a  su sp e n s iô n  de c l o r o p l a s t o s .
Se toman 0,1 cc de l a  s u sp e n s iô n  s a l i n a  de c lo r o  
p l a s t o s ,  r e c i é n  p r e p a ra d a ,  y se d i l iy e n  con 20 cc de ace 
tona  a l  80 % . La su s p e n s iô n ,  de sp u és  de a g i t a d a ,  se  f ^  
t r a  a  t r a v é s  de p a p e l  Whatman NS 1.
E l  f i l t r a d o  se  recoge  en una c u b e ta  de e s p e c t r o  
fo tô m e tro  y se d é te rm in a  su d e n s id a d  ô p t i c a  a 632 nm -  
f r e n t e  a  un b lan c  o de a c e to n a  a l  8 0 % .
E l  c o n te n id o  en c l o r o f i l a ,  exp resado  en mg/cc de 
l a  s u s p e n s iô n  o r i g i n a l ,  v ien e  dado a l  m u l t i p l i c a r  l a  -  
d e n s id a d  ô p t i c a  medida por e l  f a c t o r  3 ,8  (Whatley y Ar 
non, 1963 ) .
La c o n c e n t r a c lô n  f i n a l  de c l o r o f i l a  se a j u s t é  a 
0 ,3 1 9  mg/cc p a ra  e l  t r a b a j o  e x p e r im e n ta l .
2 . 5 . 5 . C o n d ic io n es  de l a  r e a c c i é n .
Se e s t u d i ô  e l  e f e c t o  de c in c o  c o n c e n t r a c lo n e s  de
CMÜ, com prendidas e n t r e  1 ,46 x 10” ** M y 1 ,46  x 10”^ M
sobre  l o s  f ragm en tos  de c l o r o p l a s t o s  a i s l a d o s  de h o ja s  
de ceb ad a ,  avena , t r i g o ,  maiz, j u d l a  y tom ate .
A cada c u b e ta ,  segûn e l  t r a t a m i e n t o ,  se  l e  an a -
d ie ro n  l o s  componentes que se  d e t a l l a n  en l a  t a b l a  VU.
Una vez p re p a ra d a s  l a s  c u b e ta s  y medida l a  den­
s id a d  ô p t i c a  i n i c i a l ,  se c o lo c a ro n  en un bafio t r a n s p a ­
r e n t e  t e r m o s t a t i z a d o  a 2 3 °C y se  i n t r o d u j o  una a g u ja  
h a s t a  e l  fondo de cada tubo , por l a  que se h iz o  borbo- 
t e a r  n i t r ô g e n o  con e l  dob le  f i n  de a g i t a r  l a  suspensiôn  
y m antener una a tm ô s fe ra  i n e r t e .
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E l bano se i l u o l n ô  l a t e r a l m e n t e ,  por  ambos c o s -  
t a d o s ,  mediante  dos p a n e le s  de t r è s  fo c o s  (O sram -N itra  
phot R) de 300  W cada uno que p e r m i t i e r o n ,  en c o n ju n to ,  
t e n e r  una i lu m in a c iô n  de 7 3 -0 0 0  l u x e s .
E l  bafio e s t â  p r o v i s t o  de dob le  pa red  por l a  que 
c i r c u l a  agua p a ra  e v i t a r  l a  transm is i& n  d e l  c a l o r  por 
p a r t e  de l o s  fo co s  a  l a s  c u b e ta s .  E l  co n ju n to  d e l  bafio, 
d i s p o s i c i ô n  de l a s  c u b e ta s  7 s i s te m a  de i lu m in a c iô n  se 
r e p r e s e n t s  en l a  F ig .  7.
Después de un p e r io d s  de i lu m in a c iô n  v a r i a b l e  , 
se midiô l a  d en s id ad  ô p t i c a  d e l  c o n te n id o  de l a s  cube­
t a s  a 340  nm.
P a ra  e l  e s t u d i o  de l a  c i n é t i c a  de r e d u c e iôn  d e l  
DPIP se i lum inô  d u ra n te  0 ,3 ;  1; 1 ,3 ;  2; 3 ;  4 ô 3 n in u -  
t o s ,  m ie n t r a s  que, p a ra  l a s  d i s t i n t a s  e x p e r ie n c ia s ,  s i m  
pre  se r e a l i z a r o n  l a s  l e c t u r e s  desp u és  de un minuto de 
i lu m in a c iô n .
Con o b je to  de comprobar l a  re d u c c iô n  d e l  DP IP  
indepen d ien tem en te  de l a  f o t o s l n t e s i s ,  se r e p i t i ô  e l  
t e s t i g o  fo r ra n d o  l a s  c u b e ta s  con p a p e l  de a lu m in io ,  y 
también se r e p i t i ô  con c l o r o p l a s t o s  h e r v id o s .
P a ra  cada t r a t a m ie n to  se  h i c i e r o n  sô lo  c in c o  r e  
p e t i c i o n e s  por l a  n e c e s id a d  de e f e c t u a r  l a s  l e c t u r e  3 
de l a  d e n s id ad  ô p t i c a  en e l  menor tiempo p o s ib le  des— 
pués d e l  p e r lo d o  de i lu m in a c iô n .
P a ra  e v i t a r  e r r o r e s ,  l a s  c u b e ta s  c o r re s p o n d ie n -  
t e s  a  un mismo t r a t a m ie n to  no se  l e y e ro n  consecutivsmen 
t e ,  y d u ra n te  e l  tiempo que durô  l a  l e c t u r a ,  l a s  re s tan  
t e s  c u b e ta s  se  m an tuvieron  en l a  o s c u r id a d .
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2 . 3 . 4 .  O btenc l6n  de l o s  r e s u l t a d o s .
Con o b je to  de c a l c u l a r  l a  c o r re s p o n d e n c la  e n t r e  
l a  d e n s id a d  b p t i c a  l e l d a  y e l  DPIP re d u c id o ,  se h iz o  una 
c u rva de c a l i b r a d o  p a ra  cada p l a n t a ,  con l a  nisma con- 
c en trac i& n  de c l o r o f i l a ,  v a r ia n d o  l a  c o n c e n t r a c lô n  d e l  
DPIP oxidado desde e l  v a l o r  i n i c i a l  de 0 ,25  micromoles 
en 4 ,5  cc h a s t a  c e ro .
Con l o s  d a to s  e x p é r im e n ta le s  o b te n id o s ,  se  a j u s  
t6  l a  ecu ac iô n  de l a  r e c t a ,  t r a z a n d o  l a  l i n e a  de r e g r e  
s ib n  por e l  método de l o s  mlnimos c u a d rad o s ,  p a ra  com­
p ro b a r  s i  e s t a d l s t i c a m e n t e  to d o s  l o s  v a l o r e s  h a l l a d o s  
s a t i s f a c l a n  a l a  l e y  de Beer Lambert p a ra  l a s  c one en— 
t r a c i o n e s  c o n s id e r a d a s .
Se comprobb que e l  c o e f i c i e n t e  de c o r r e l a c i b n  -  
e r a  muy prbximo a l a  un idad  y que se cum plla  l a  c i tad a  
l e y ,  por l o  que:
D.O. = K X C
s ie n d o :
D.O. = Densidad b p t i c a  l e l d a  a  540 nm f r e n t e  a  
un p a t rb n  de DPIP to ta lm e n te  re d u c id o  y 
anâ logo  c o n te n id o  en c l o r o f i l a .
K = P e n d ie n te  de l a  r e c t a .
C = C o n cen trac lô n  de DPIP oxidado  en l a  muejs
t r a .
La c a n t id a d  de DPIP oxidado en l a s  c u b e ta s  viene 
e x p re sa d a  por  l a  r e l a c i b n :
DODPIP oxidado = —
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y la cantidad de DPIP que ee ha reducido, en cada caeo, 
se obtiene sustituyendo el incremento de DO en la expre 
siôn:
DPIP r e d u c id o  =
La e x p e r i e n c i a  se  r e p i t i ô  c in co  v eces  p a ra  cada 
c o n c e n t r a c lô n  y cada  p l a n t a .
P or cada mol de DPIP r e d u c id o ,  en l a  r e a c c iô n  de 
H i l l ,  se  desp renden  0 ,5  moles de ox lgeno . De e s t e  modo, 
se pueden d e te rm in a r  l o s  m icrom oles de oxlgeno d esp ren  
d id o s  en cada tu b o  de r e a c c iô n  d u ra n te  e l  minuto que 
r a  l a  e l im in a c iô n .
Al conocer  l a  c o r re s p o n d e n c la  e n t r e  l o s  0 ,5  ce 
de l a  su sp e n s iô n  de c l o r o p l a s t o s  in c o rp o ra d o s  a l a  r e a £  
c iô n  y l o s  cm2 h o ja  f r e s c a  a que c o r re sp o n d en ,  l o s  
r e s u l t a d o s  se pueden e x p r e s a r  como micromoles de oxlgje 
no d esp ren d id o  po r  ho ra  y por cm^ de h o ja  f r e s c a .




2 .4 .  ESTUDIO DEL EFECTO DEL CMU SOBRE LA FOTOSINTÉSÙ/  ^^
DEL ALGA CHLORELLA PYRENOIDOSA.
Se e s t u d i ô  e l  e f e c t o  I n h lb ld o r  de nueve concen­
t r a c l o n e s  d i f e r e n t e s  de CMU, com prendidas e n t r e  lO '^M 7 
10"^^ M, sob re  l a  f o t o s l n t e s i s  d e l  a l g a  C h i,  p y re n o id o  
s a .
2 . 4 . 1 .  C a r a c t e r l s t i c a s  d e l  c u l t l v o  de C h i,  py ren o id o ea .
C h l o r e l l a  e s  un a lg a  u n i c e l u l a r ,  c l o r o f l c e a ,  In- 
m ôvil ,  de tamafto comprendido e n t r e  40 ^ y 1 0 /U, que, ei 
c o n d ic io n e s  f a v o r a b le s ,  c re c e  rap idam en te  y se  reprodu  
ce por d i v i s i ô n  a s e x u a l  en 2 ,  4 , 8 ô 16 a u to e s p o r a s ,  - 
p roceso  que puede c o n t r ô l e r s e  t a n t o  po r  c o n d ic io n e s  l i  
t e r n a s  como e x t e r n a s  (L orenzen , 1956, 1937; Kuhl y Lo- 
r e n z e n ,  1964 ) .
La d i v i s i ô n  puede p r o d u c i r s e  en l a  o s c u r id a d ,  - 
8 lempre que l a  C h l o r e l l a  haya increm entado  su masa ce- 
l u l a r  en l a  l u z .
Los p a râm e tro s  fu ndam en ta ies  a c o n s id é r e r  pars 
un c u l t i v e  c o r r e c t e  de e s t e  a lg a  son:
a -  Medio l l q u i d o  con una com posic iôn  y concen-
t r a c i ô n  adecuadas  de n u t r i e n t e s  m in é r a le s .
b -  C an t id ad  s u f i c i e n t e  de a n h ld r id o  c a rb ô n ic o
c -  E n e rg la  lum inosa  s u f i c i e n t e  en l a  zona del
e s p e c t r o  v i s i b l e  p a ra  a s e g u r a r  e l  c re c im ie i
to  a u t ô t r o f o  d e l  c u l t i v e .
d -  Tem pera tura  adecuada.
e -  A g i ta c iô n  c o n t in u a  para  a s e g u r a r  l a  exposi-  
c iô n  en la  lu z  de to d a s  l a s  cêLulas da c u l t i v i  
y e v i t a r ,  de e s t e  modo, su s e d im e n ta c iô n .
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En un c u l t l v o  con i lu m in a c iô n  c o n s t a n t e ,  l a  c i ­
n é t i c a  de c r e c im ie n to  o b e d e c e r la  a  una s igm oidea 
una p r im e ra  f a s e  de c r e c im ie n to  e x p o n e n c ia l ,  una ség^n 
da de c r e c im ie n to  l i n e a l  y una t e r c e r a ,  a s i n t ô t i c à , .  en , 
l a  que e l  c r e c im ie n to  d e l  numéro de c é l u l a  s con réppic .
to  a l  t iem po, t i e n d e  a c e r o .  > /
'  ' ( .  ■
Las c a r a c t e r l s t i c a s ,  t a n t o  f i s i o l ô g i c a s  como bté .ï \ 
qulmicas de l a s  C h l o r e l l a s ,  v a r l a n  enormemente d u ran te  
l a s  d i f e r e n t e s  f a s e s  de c r e c im ie n to ,  por l o  que r é s u l t a  
de ex trem a im p o r ta n c ia  c o n t r ô l e r  to d a s  l a s  co n d ic io n e s  
para  c o n s e g u i r  r e s u l t a d o s  e x p é r im e n ta le s  r e p r o d u c ib l e s  
en e l  l a b o r a t o r i o .
2 . 4 . 2 .  Método de c u l t i v e  u t i l l z a d o .
Se p a r t i ô  de un c u l t i v o  de Chl. nv ren o id o sa  pro 
po rc io n ad o  por e l  Dr. R odriguez  Lôpez ( I n s t i t u t e  Maranon 
O .S . I . e . )  que se co n se rv é  en tu b o s  de a g a r  i n c l i n a d o  , 
con un medio n u t r i t i v e  cuya com posiciôn ha s id o  e la b o -  
r a d a  por e l  mismo Dr. R odriguez  Lôpez.
La p ré p a ré e iô n  d e l  medio de c u l t i v o  se r e a l i z e  a 
p a r t i r  de una s o lu c iô n  s to c k  de m a c ro n u t r l e n te s  y micro 
n u t r i e n t e s ,  cuya com posiciôn se  d e t a l l a  en l a  tabla V I I I .
Las s o lu c io n e s  s to c k ,  p re p a ra d a s  in d e p e n d ie n te -
».
3 0 ' .
mente, se  e s t e r i l i z a r o n  en a u to c la v e  a 120°C d u ran te
E l medio de c u l t i v o  se p re p a ra b a  inm ediatam ente  
a n t e s  de su u t i l i z a c i ô n ,  mezclando, a s é p t ic a m e n te ,  en 
câmara de f l u j o  la m in a r  l o s  volûmenes n e c e s a r io s  de l a s  
r e s p e c t i v a s  s o lu c io n e s  s to c k  en l a s  s i g u i e n t e s  propqr 
c lo n e s :
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TABLA V I I I . -  Composiciôn de l a s  s o lu c io n e s  s to c k  
d e l  Dr. Rodriguez  Lôpez p a ra  e l  
c u l t i v o  d e l  a lg a  C h l o r e l l a .
S o lu c io n e s
s to c k
Composiciôn C oncen trac lô n
NO^K 10,111 g / l
A Nag HPO^ . 2HgO 8,111 g / l
;
NaHaPOZi. IH2O 0,690 g / l
w
g
B Mg SO^ . 7HgO 24,65 g / l
§
g
C Ca Clg . 2HgO 1,47  g / l
E DTA 26 g / l
D Fe S0(^  . 7H2O 
KOH 1 N
25.3 g / l  
2,31 g / l
I SO^Mn . IH^ O 170 mg/1E SO^Zn . 7H2O 290 mg/1
N
I
CuSO^ . 5H2O 2,5 mg/1
I F H . BO^(NSf^ )Moy02U.UH^ 0 610 mg/1 125 mg/1
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S o l. A ..........................  100 cc
S o l. B ..........................  10 cc
S o l. C ..........  10 cc
S o l. D   1 cc
S o l. F   1 cc
HgO d estila d a , c .s .p . 1000 cc
I® d el medio: 7 ,5  .
Para preparar la  s o l .  D ,se anadieron 0,385 g de 
su lfa to  ferroso anhidro y 0 ,9 3  S de EDTA Merck a 80 cc 
de agua d estila d a . Se ca len tô  a e b u llic iô n  hasta d iso -  
luci&n compléta. Una vez f r lo ,  se complété con agua de^ 
t ila d a  hasta 100 cc . 1 cc de esta  soluciôn  contiens la  
cantidad indicada de Fe d isu e lto .
Para lo s  c u lt iv o s  stock  en agar in c lin a d o ,œ  ut^ 
l i z ô  e l  mismo medio n u tr itiv o  a l que se anadiô e l  1 % de 
agar para s o l id i f ic a r lo ,  e l  1 % de glucosa y e l  0,1 $  de 
peptona, con e l  f in  de observer p o sib les  contam inacio- 
nés b acterianas. Los tubos se conserveron a 20°C some- 
tid o s a un c ic lo  de 14 horas de lu z  y 10 de oscuridad, 
siendo la  lu z a r t i f i c i a l  suministrada por tubos Qro-lux 
de S ylvan ia , efectuândose la  r e s ie o tra  cada ocho sema- 
nas.
A p artir  de lo s  c u lt iv o s  sô lid o s , se prepareron 
p recu ltiv o s llq u id o s  en matraces Erlenmeyer de 25O cc, 
convenientemente a ireados, que contenlan 200 cc de so­
luc iôn  n u tr it iv e . Los p recu ltiv o s llq u id o s  se mantuvie  
ron a 25°C y se sometieron a l  mismo c ic lo  de lu z -o scu il  
dad de 14/10 horas para conseguir que la  d iv is iô n  celu  
1er quedara restr in g id a  a un corto perlodo de tiempo , 
con lo  que se sincron iza  e l  cu ltiv o  y se consigne que, 
en cada moments sea lo  màs homogéneo p o sib le , estim ân- 
dose que, a l p rincip io  de la  fase luminosa, por lo  -
— ? 8  —
menos e l  9 8 % de l a s  c ê l u l a s  c o n ta d a s  en l a  p r im era  ho 
r a  de l a  f a s e  o sc u ra  p a r t i c i pan en e l  p roceso  de d i v i ­
s io n  y se e n c u e n tra n  en l a  misma fa se  de su c i c l o  v i t a l  
(Kuhl y L orenzen , 1964).
Al cabo de 48 h o r a s ,  l o s  c u l t i v o s  han c r e c id o  I d 
s u f i c i e n t e  como p a ra  poder s e r  d i s t r i b u l d o s  homogènes y 
a sé p t ic a m e n te  a cada  uno de l o s  tu b o s  de una b a t e r i a  en 
l o s  que se c o n t in û a  e l  c u l t i v o .  La c a r a c t e r l s t i c a  y d i s  
p o s ic iô n  de l o s  tu b o s  de c u l t i v o  se pueden a p r e c i a r  en 
l a  F ig .  8 .
E l  in ô c u lo  i n i c i a l  c o n s l s t l a  en tO cc d e l  p rec iü  
t i v o  que se a n a d la n  asép ticam en te  a l o s  tu b o s  de c u l t iv o  
que c o n te n la n  400 cc de medio e s t é r i l .  P e r ib d ic a m e n te  , 
se e x t r a l a n  550  cc d e l  c u l t i v o  y se reem plazaban  por me 
d io  e s t é r i l  con o b j e to  de m antener a  l a s  c ê l u l a s  en l a  
f a s e  e x p o n e n c ia l  de c r e c im ie n to .
E l  c o n t r o l  d e l  c r e c im ie n to  d e l  c u l t i v o  se e f e c -  
tuaba  d ia r ia m e n te  por r e c u e n to  d e l  nûmero de c ê l u l a s /  
cc y d e n s i to m e t r l a  a  475 nm. S iendo  e l  nS s ta n d a rd  de 
c ê l u l a s  en l a  û l t im a  ho ra  de l a  f a s e  o sc u ra  de a p r o x i -  
madamente 0 ,5  x tO ^/cc y su D .O .: 0,075*
Los tu b o s  de c u l t i v o  e ra n  renovados  y re sem b ra -  
dos a p a r t i r  de un p r e c u l t i v o  nuevo cada c u a t r o  semanas.
2 . 4 . 3 . N o rm allzac iô n  d e l  c o n te n id o  c l o r o f t l i c o  de lo s
c u l t i v o s  p a ra  l a s  d e te rm in a c io n e s  f o t o s i n t é t i c a s .
Con o b je to  de que to d a s  l a s  e x p e r i e n c i a s  de jToto 
s l n t e s i s  se  r e a l i z a r a n  en c u l t i v o s  con e l  mismo conten l 
do en c l o r o f i l a ,  se media l a  c o n c e n t r a c lô n  de é s t a  en 
e l  c u l t i v o  y se  a j u s t a b a  por d i l u e i ô n  con medio e s t é — 
r i l ,  h a s t a  que e l  co n te n id o  fu e ra  de 20 mg/1.
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SO4 H2  CONC
A-COMPRESOR
B-FRASCO LAVAOOR VACIO PARA RECOGER 
POSIBLES RET0RN03 DE SOiHp 
C -FRASCO LAVAOOR CON S0/;H2 CONCENTRADO 
0 - FILTRO MILLIPORE ESTERIL
E - l i n e a  o i s t r i b u i d o r a  d e  a i r e
F- ILUMINACION  
a - L L A V E
b -  f i l t r o  MILLIPORE ,
C - TUBO AIREAOOR
d -  SALIDA DE AIRE CON FILTRO MILLIPORE 
e -  EXTRADA PARA DILUIR EL CULTIVO 
f -  LLAVE OE SALIDA DEL CULTIVO
FIG. 8
DISPOSITIVO PARA EL CULTIVO SINCRONO DE CHLORELLA 
PYRENOlOOSA
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La d e te rm in a c iô n  d e l  c o n ten id o  en c l o r o f i l a  en éL 
c u l t i v o  i n i c i a l  se  r e a l i z a b a  de l a  s i g u i e n t e  manera:
Se toman 2 cc de l a  su sp en s iô n  o r i g i n a l  de Chlo­
r e l l a s  y se c e n t r i f u g a n  d u ra n te  15' a 3000 r .p .m .  E l  
p r e c i p i t a d o  se re su sp en d e  en 3 ce de m etanol h i r v i e n t e .  
Se c e n t r i f u g a  de nuevo d u ra n te  5 ' a 3000 r .p .m .  y e l  so 
b re n a d a n te  se pasa  a  un m atraz  a fo ra d o  de 10 cc de capa 
c id a d .  E l  p r e c i p i t a d o  se re su sp en d e  en o t r o s  5 ce de me_ 
t a n o l  h i r v i e n t e  y se  c e n t r i f u g a  de nuevo d u ra n te  o t r o s  
c in co  m in u to s .E l  so b re n a d a n te  se ahade a l  a n t e r i o r  y æ  
e n ra s a  h a s t a  10 cc con m etano l .
Se mide l a  d e n s id ad  ô p t i c a  en un fo to c o lo r lm e t ro  
a  650 nm y 665 nm re s p e c t iv a m e n te ,  u t i l i z a n d o  m etanol 
como b la n c 0 .
La c o n c e n t r a c lô n  en c l o r o f i l a  to ta l  se c a lc u la  a %  
cando l a  s i g u i e n t e  ec u a c iô n :
Cl t o t a l  = 40  x D.O . 665 + 2 5 ,5  X D.O. 650
2 . 4 . 4 .  U t i l i z a c i ô n  d e l  e l e c t r o d o  de oxlgeno en l a  d e t e r -
m inaciôn de l a  a c t i v i d a d  f o t o s i n t é t i c a  de una
s u sp e n s iô n  de C h l o r e l l a  n v re n o id o s a .
La a c t i v i d a d  f o t o s i n t é t i c a  d e l  a lg a  C h l o r e l l a  -  
n v ren o id o sa  y e l  e f e c t o  i n h i b i d o r  de d i f e r e n t e s  concen­
t r a c l o n e s  de CMU sob re  l a  misma, se d e te rm inô  con un 
e l e c t r o d o  de oxlgeno t i p o  C la r k e .
2 . 4 . 4 . 1 .  Fundamento  d e l  e l e c t r o d o  de o x lg e n o .
E l  método p o la r o g r é f i c o  de d e te rm in a c ié n  de l a  
c o n c e n t r a c lô n  de oxlgeno en una s o lu c iô n  se b a sa  en m^ 





e l e c t r o d e s  inm ersos en una s o lu c iô n  en fun c iô n  d e l  vo l  
t a j e  a p l i c a d o ,  dependiendo e s t a  o a g n i tu d  de l a  concen- 
t r a c i ô n  de l o s  s o l u t o s .  Una d e s c r ip c iô n  d e l  fundamento 
d e l  método p o la ro g r& f ic o  e s  l a  r e a l i z a d a  por A r d i t t i  y 
Dunn ( 1969 ) .
E l  e l e c t r o d o  u t i l i z a d o  en n u e s t r o  e s tu d io  fue e l  
YSI Modelo 53, t i p o  C la rk e ,  que c o n s i s t e  en un c â t o d o  
de P t  y un ânodo de Ag inm ersos  en una s o lu c iô n  s a t u r a  
da de CIK p a ra  e l  que m agnitudes  comprendidas e n t r e  0 ,5  
V y 0 ,8  V son p r o p o r c io n a le s  a l  co n ten id o  de oxlgeno en 
l a  s o lu c iô n .
Al a p l l c a r  a l  e l e c t r o d o  de P t  un vo l t a j e  po la r j .  
z a n te  de - 0 , 6  V, e l  e l e c t r o d o  de Ag re a c c io n a  con l o s  
to n e s  C l” para  formar ClAg, l i b e r â n d o s e  e l e c t r o n e s  en 
e l  p ro c e so .
E s to s  e l e c t r o n e s  pueden u t i l i z a r s e  por e l  e l e c ­
t ro d o  de P t  p a ra  r e d u c i r  a l  0 ^ .  E l  p roceso  g en era  una 
c o r r i e n t e  que e s  fun c iô n  l i n e a l  de l a  p re s iô n  de 0^ en 
l a  s o lu c iô n  que bana l o s  e l e c t r o d o s .  Un c i r c u i t o  e l e c ­
t r i c  0 ( F ig .  9) a m p l i f i e s  e s t a  c o r r i e n t e  p a ra  que pueda 
l e e r se o r e g i s t r a r s e .
Las r e a c c io n e s  que t i e n e n  lu g a r  en l o s  e l e c t r o ­
dos son l a s  s i g u i e n t e s :
E le c t ro d o  de Ag:
4Ag + 4C1” —- 4ClAg + 4e”
E le c t r o d o  de P t :
2H^ 4. 2e” + O2 —  H^Og
En t o t a l :
H2^ 2 *  + 2 e” —  2H^0
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C IRCUI TO ELEC7RIC0  DEL ELEC7R0D0 DE  O X I G E N O  
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El v o lta je  de polarizacibn  u tillz a d o  es  de -0 ,6V  
a -0 ,7 5  V y se mantlene por un reo sta to  v a r ia b le .
El e lec tro d e  (F ig . 10) e stâ  cubierto por una del 
gada membrana de te flb n  de 0,23 mm de espesor, permea­
ble a lo s  g a ses , que lo  a is la  el& ctrica  y quLmicamente 
de la  soluci& n. El ozigeno que difunde a travée de la  
membrana d esp olariza  e l  câtodo y permite que circule la  
co r r ien te . E ste oxlgeno se consume râpidamente, perma- 
neciendo la  presibn del mismo dentro de la  membrana -  
prâcticamente a cero, por lo  que la  d ifusibn  de este  
gas a través de la  membrana es  proporcional a la  pre— 
sibn d ife r e n c ia l a ambos lados de la  misma y la relacibn  
ex is ta n te  en tre la  corrien te  y la  cantidad de oxlgeno  
es  esteq u iom étrica , estab lec iénd ose una re lac ib n  lin ea l  
entre la  presibn externa de oxlgeno y la  corrien te del 
elec trod o  que e s , a su vez, proporcional a la  cantidad  
de oxlgeno que alcanza e l  e lectrod o  y tien e  la  misma -  
tensibn de oxlgeno que e l  llq u id o  del que procédé.
2 .4 .4 .2 .  D escripcibn del Eouioo.
El equipo (F ig . 11),  consta de un am plificador 
e lec trb n ico  que proporciona e l  v o lta je  de polarizacibn  
constante para lo s  cuatro e lec trod os de oxlgeno que pue 
den se lecc io n a rse  independientemente, y puede operar pa 
ra una esca la  compléta de oxlgeno a 760 mm de Hg y para 
una esca la  compléta de a ire  a la  presibn atm osférica.
A T@ con stan te, comprendida entre 20°C y 4 0 ° C , 
e l  tiempo de re spuesta  del e lectrod o  es  de unos 10 se -  
gundos para e l  90% de la  esca la  t o t a l .
Los e lec tro d o s se introducen en unas cubetas de 
reaccibn p rovistas de un agitador magnético situado en 
e l  fonde que asegura la  uniformidad de la  temperature 
y la  homogeneidad de la  suspensibn. Una vez alcanzado
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ELECTRODO DE OXIGENO TIPO CLARKE
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a - r e g i s t r o
B- A M P L I F I C A O O R  
C - EL ECTRODOS  
D -  BANO TERMOSTATICO  
E - A G I T A D O R  MAGNETICO  
F - V A R I L L A  M AG NE TIC A  
G -TER MO ST ATO DE CIRCULACION
FIG.  11
ESOUEMA DEL EOUlPO COMPLETO
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e l  e q u l l i b r i o ,  se e n c a ja  e l  c o n ju n to  de e l e c t r o d o - p o r t a  
e l e c t r o d o  en l a  cubet a  de r e a c c ib n  y se e l lm in a n  coa jie  
tam ente  l a s  b u r b u ja s  de a i r e  por l a  r a n u r a  l a t e r a l  d e l  
p o r t a e l e c t r o d o ,
E l  s i s t e n a  se i lu m in a  con c u a t r o  l& a p a ra s  N i t r a  
p h o t ,  O sraa  de 500 W cada una ,  s i t u a d a s  dos a cada  l a -  
do d e l  c o n ju n to  formado por e l  s i s t e n a  d e l  a g i t a d o r - b a  
So y s e pa rad o s  d e l  mismo por dos p a n e le s  de agua c i r c u  
I a n t e  que é v i t a  l a s  r a d i a c i o n e s  c a l o r l f i c a s  de l o s  f o -  
c o s .
Una p e r s p e c t iv e  d e l  equ ipo  com pleto  se puede 
a p r e c i a r  en l a  F ig .  12.
2 . 4 . 4 , 3 .  C a l ib ra d o  d e l  e o u ip o .
E l c a l i b r a d o  se r e a l i z b  dete rm inando  l a  l e c t u r e  
de l a  e s c a l a  d e l  e l e c t r o d o  de una m uestra  de agua s a tu  
ra d e  de a i r e  a una de te rm in ad a  te m p e ra tu re  cuyo c o n te -  
n id o  de oxlgeno d i s u e l t o  e s  co n o c id o .
La v a lo r a c ib n  d e l  oxlgeno d i s u e l t o  en e l  a g u a  
s a t u r a d a  de a i r e  p a ra  l a s  d i f e r e n t e s  te m p e ra tu re s  se 
r e a l i z b  por e l  m&todo io d o m b tr ico  de W inkler ( I 9 6 5 ) .
E l  método de W inkler se b a sa  en l a  o x id a c ib n  de l 
h id r b x id o  manganeso a nangàn ico  en s o lu c ib n  fuertem ente 
a l c a l i n e .  Por  a c i d i f i c a c i b n ,  y en p r e s e n c ia  de io du ros ,  
e l  h id r b x id o  nangàn ico  se d i s u e lv e  y se l i b e r a  Ig  en 
una c a n t id a d  e q u iv a l e n t s  a l  oxlgeno o r ig in a lm e n te  d i — 
s u e l t o .  E l Ig  l i b r e  se v a lo r a  con una s o lu c ib n  p a t rb n  
de t i o s u l f a t o  s b d ic o ,  ah ad iendo  alm idbn coao in d ic a d o r  
h a c i a  e l  f i n a l  de l a  v a lo r a c ib n .
1 cc de t i o s u l f a t o  s 'odico é q u iv a le  a 1 m g / l i t r o  
de oxlgeno  d i s u e l t o ,  cuando se ha p a r t i d o  de 200 cc de 
m u es tra  o r i g i n a l .
-  87 -
l à w P O  C O U P L E , 0  OEL E L E C T R O D O  CE O X I O E N O
— 88 —
E l p ro c e d im le n to  a s e g u i r  en l a  v a lo r a c ib n  eséL  
s i g u l e n t e :  Se e a tu r a n  200 cc de una s o lu c ib n  tampbn de 
COgHNa/CO^Nag 0,1 M ( 8 $ :1 5 )  con a i r e ,  por medio de un 
a i r e a d o r  d u ra n te  30 m inutos a l a s  te m p é ra tu re s  de 10°C, 
15°0 , 20°C y 25°C r e s p e c t iv a m e n te  y se v a lo ra n  por e l  
método a n te r io r m e n te  c i t a d o .  Los v a l o re s  ex p ér im en ta les  
o b te n id o s  f ig u r a n  en l a  t a b l a  IX,
Se s e le c c io n b  como te m p e ra tu re  de t r a b a j o  l a  de 
25°C porque fue  l a  que p ro porc io n b  l a  mejor r e s p u e s t a  
f o t o s i n t è t i c a  de l a s  C h l o r e l l a s .  A e s t a  te m p e ra tu ra  y 
760 mm Hg, l a  s o lu c ib n  tampbn de C0^HNa/C0^Na2 0,1 M -  
( 8 5 : 15 ) c o n t ie n e  8 ,4  ^ g / c c  de oxlgeno d i s u e l t o .
La e s c a l a  d e l  e l e c t r o d o  se a j u s t a  a l  100 % con 3 
cc de l a  s o lu c ib n  tampbn en l a s  c o n d ic io n e s  in d ic a d a s  . 
Una d i v i s i b n  de l a  e s c a l a  c o r r e s p o n d e râ ,  por t a n t o ,  a 
0 ,0 8 4  /vg/cc de Og d i s u e l t o  a una p re s ib n  de 760 mm Hg y 
25°C.
La p r e s ib n  a tm o s f é r i c a  en n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  -  
e r a  de 710 mm Hg por l o  que, c o r r ig i e n d o  l o s  d a to s  ob­
t e n id o s  p a ra  l a s  c o n d ic io n e s  am bien tà les  segûn l a  fb r tu  
l a :
S '  = s  i
s* s  S o lu b i l i d a d  d e l  oxlgeno a 760 mm.
S = S o lu b i l i d a d  d e l  oxlgeno a l a  p re s ib n  de
t r a b a j o .
P* = P r e s ib n  a  760 mm/Hg.
P = P r e s ib n  en l a s  c o n d ic io n e s  de t r a b a j o .
se o b t ie n e  que una d i v i s i b n  de l a  e s c a l a  d e l  e l e c t r o  
do c o r re sp o n d e  a 0 ,0784  ^ g /c c  de oxlgeno d i s u e l t o  en 
l a  s o lu c ib n  tampbn.
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TABLA IX.- S o lu b i l i d a d  del oxlgeno en e l  agua s a tu r a d a  
de a i r e  y en s o l .  tampbn de C0^HNa/C0^Na2 
0,1 M ( 8 5 :1 5 ) .
T9
°C
Oxlgeno d i s u e l t o  
en e l  agua 
mg/1 a 760 mm Hg 
(R e s u l ta d o s  teb r icoef)
Oxlgeno d i s u e l t o  
en s o lu c ib n  tampbn 
mg/1 a 760 mm Hg 
(R esultados expérimentales)
10 11.3 12
15 1 0 ,2 9 .8
20 9 ,2 8 ,7
25 8 ,4 8 ,4
* (S ta n d a rd  Methods f o r  th e  ex am ina tion  o f  Water 
and Waste W ater, 1973).
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2 . 4 . 4 . 4 .  Medlda d e l  d e sp ren d im len to  de oxlgeno en una  
su sp e n s ib n  de a lg a  C h lo r e l l a  p v re n o ld o e a .
Se tomb una c a n t id a d  s u f i c i e n t e  de s u sp e n s ib n  de 
C h l o r e l l a  p v ren o id o sa  de l a  que se e l im in b  e l  medio de 
c u l t i v o  o r i g i n a l  por c e n t r i f u g a c i b n  a 3000  r . p .m .  duran 
t e  15 m in u to s .  Lae a l g a s  se r e s u s p e n d ie ro n  con ayuda de 
una to ru n d a  de a lgodbn  en un volumen c a lc u la d o  de s o l a  
c ib n  tampbn de CO^HNa/CO^Nag 0,1 M (8 5 :1 5 )  p a ra  que e l  
co n te n id o  en c l o r o f i l a  t o t a l  co rrespond  1er a a  20 f ig /c c .
La s u sp e n s ib n  se conservb  h a s t a  media ho ra  antes 
de comenzar l a  e x p e r i e n c i a  en un Erlenm eyer fo r r a d o  de 
pape l  de a lu m in io  en bano de h i e l o .
La te m p e ra tu ra  bptima de r e s p u e s t a  f o t o s i n t é t i -  
ca d e l  a l g a  C h l o r e l l a ,  fue de 25°C.
E l p ro ced im len to  segu ido  en cada una de l a s  de -  
te rm in a c io n e s  fue e l  s i g u i e n t e :
1) Se c o lo can  3 cc de s o lu c ib n  tampbn de CO^HNa/ 
CO^Nag 0,1 M ( 8 5 : 15 ) ,  s a tu r a d a  de a i r e  a  25°C en l a  cu 
b e ta  de r e a c c ib n ;  se co n e e ta  e l  a g i t a d o r ,  se in t ro d u c e  
e l  e l e c t r o d o  y ,  una vez e q u i l i b r a d a  l a  t e m p e ra tu re ,  se 
e l lm in a n  l a s  b u rb u ja s  de a i r e  por l a  r a n u r a  l a t e r a l  del 
p o r t a e l e c t r o d o .  En e s t a s  c o n d ic io n e s  se a j u s t a  l a  e sc a  
l a  y e l  r e g i s t r e  a 0 y 100.
2) Se r e t i r a  e l  e l e c t r o d o  y se v a c la  completamœ 
t e  l a  c u b e ta  con ayuda de una p ip e ta  P a s t e u r  c o n ec tad a  
a una trompa de v a c io .
3 )  Se co lo can  en l a  c u b e ta  2 cc de su spens ibn  de 
C h l o r e l l a s  y 1 cc de agua 0 de l a  s o lu c ib n  cuyo c o n te ­
n id o  en CMU se q u ie r a  e s t u d i a r .
4) Se in t ro d u c e  e l  e l e c t r o d o ,  se c o n e c ta  e l  a g i  
t a d o r  y se f o r r a  e l  c o n ju n to  d e l  bafto, cu b e  t a  y
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e l e c t r o d o  con un p ap e l  neg ro  h a s t a  quo se e s t a b i l i c e  
l a  t e m p e r a tu r a .
5) Se é l im in a  com pletamente e l  exceso  de a i r e  -  
por l a  r a n u r a  l a t e r a l  d e l  p o r t a e l e c t r o d o .
6) Se i n y e c t a  O2 6 N2 , dependiendo d e l  c o n t e n i ­
do en Og i n i c i a l  e x i s t a n t e  en l a  m ues tra  a  v a l o r a r ,  ha^ 
t a  c o n s e g u i r  que l a  a g u ja  in d ic a d o r a  marque e l  5 0 % de 
l a  e s c a l a ,  o p e ra c ib n  que se r e a l i z a  por medio de una je  
r i n g a  p r o v i s t a  de una a g u ja  h ipoderm ica  s u f ic ie n te m e n te  
l a r g a .
7) Se somet e  e l  c u l t i v o  a 6 p e r lo d o s  a l t e r n a t i -  
vos de l u z  y o s c u r id a d  do 5 m inutos  cada uno d u ra n te  -  
l o s  c u a l e s  l a  v a r i a c i b n  d e l  c o n te n id o  en Og de l a  s u s ­
pens ibn  de a l g a s  so r e g i s t r a  g r â f ic a m e n te .
Un c o n t r o l  de l a  e x p e r i e n c i a  se r e a l i z a  s ig u ie n  
do l a  misma t ê c n i c a  pero  u t i l i z a n d o  2 cc de c u l t i v o  de 
C h l o r e l l a s  p rev iam en te  h e r v i d a s .
E l  v a l o r  d e l  d e sp re n d im le n to  o de l a  a b s o rc ib n  
de Og por  l a s  c é l u l a s ,  se o b t ie n e  a p a r t i r  d e l  v a lo r  mg^  
d io  do l a s  p e n d ie n te s  c o r r e s p o n d ie n t e s  a l a s  g r â f i c a s  
r e g i s t r a d a s  en l o s  t r e s  p e r lo d o s  de lu z  y o s c u r id a d  reg 
p e c t iv a m e n te , y e s t e  v a l o r  se r e f i e r e  a su vez a 2a unj. 
dad de c l o r o f i l a  y de tiem po , te n ie n d o  en c u e n ta  que 
cada un idad  de l a  e s c a l a  r e p r e s e n t s  0 ,0784 ng de Og d i  
s u e l t o s  en 1 cc de s u s p e n s ib n .
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2 .5 .  ESTÏÏDIO DEL EFSCTO DE LOS EXTRACTOS DE HOJAS DE 
PLANTAS TRATADAS CON CMU SOBRE LA ACTIVIDAD FO- 
TOSINTETICA DE CHLORELLA PYRENOIDOSA.
Con o b je to  de d e t e r a l n a r  l a  c o n c e n t r a c lô n  que ^  
canza e l  CMU en h o j a s  de p l a n t a s  t r a t a d a s ,  se u t i l i z a  
como b loensayo  e l  e f e c t o  que produce un e x t r a c t o  acuoso 
o b ten ld o  a p a r t i r  de e s t a s  h o j a s ,  so b re  l a  A.F. (d e s — 
pren d Im len to  de Og a l a  lu z )  de una s u sp e n s ib n  de Chl£ 
r e l i a  p y re n o id o sa .
2 . 5 . 1 . P r e p a ra c lb n  d e l  e x t r a c t o  de h o j a s .
P a ra  r e a l l z a r  l o s  e x t r a c t o s  de l a s  h o ja s  de plan 
t a s  t e s t i g o  y de l a s  so rae tidas  a l  t r a t a m ie n to  con CMU 
se p ro c e d ib  de l a  s i g u i e n t e  manera:
1) Se pesan 2 ,5  g de h o ja s  de l a  e s p e c ie  a ensa  
y a r  y se t r i t u r a n  en un m orte ro  con 1 /3  de su peso de 
a re n a  p a ra  d e s g a r r a r  l o s  t e j i d o s  y c a n t id a d  s u f i c i e n t e  
de agua p a ra  c o n s e g u i r ,  en t o t a l ,  25 cc de e x t r a c t o .
2) Se c e n t r i f u g e  d u ra n te  10 m in u tes  a  3000 rpm 
y se f i l t r a  l a  s o lu c ib n  a t r a v é s  de p a p e l  de f i l t r e  -  
Whatman nQ 1 y de M i l l i p o r e  de 40 , r e c o g ie n d o  e l  ex­
t r a c t o  en c o n d ic io n e s  e s t é r i l e s  en un m atraz  fo r ra d o  -  
con p ap e l  de a lu m in io ,  que se co n se rv a  en bano de h ie lo  
h a s ta  media ho ra  a n t e s  de comenzar l a  e x p e r i e n c i a .
2 . 5 . 2 . Ensayo d e l  e f e c t o  d e l  e x t r a c t o .
Media ho ra  a n t e s  de comenzar l a  e x p e r i e n c i a  se 
co lo c a  e l  m atraz  a 25 °C ( te m p e ra tu ra  a  l a  que se va a 
e f e c t u a r  l a  r e a c c ib n )  y ,  a l  cabo de e s t e  t iempo, se agi. 
t a  p a ra  hom ogeneizar y se toma 1 cc de e x t r a c t o  de hoja
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que se d e p o s l t a  en l a  c u b e ta  de r e a c c ib n  d e l  e l e c t r o d o ,  
l a  c u a l  c o n t i e n e  2 cc de su sp e n s ib n  de a lg a s  en e l  tam­
pbn adecuado y se procédé segûn se i n d i c e  en 2 . 4 . 4 . 4 .
2 . 5 . 3 . Curves de c a l i b r a d o .
Se o b t ie n e n  e x t r a c t o s  de h o ja s  de l a s  p la n ta s  s in  
t r a t a r  de cada una de l a s  e sp e c ie s  a e n s a y a r .  Se p ré p a ra  
una s e r i e  de c u b e ta s  de r e a c c ib n  con 1 cc de e x t r a c t o  y 
2 cc de su sp e n s ib n  de C h l o r e l l a  a l a s  que se ahade CMU 
en c o n c e n t r a c io n e s  v a r i a b l e s  com prendidas e n t r e  10"10 M 
y 10"'^ M.
Los r e s u l t a d o s  de d esp ren d im len to  de oxlgeno por 
un idad  de tiempo, en cada una de l a s  su sp e n s io n e s ,  se r e -  
f i e r e n  a l a  c u b e ta  t e s t i g o  que t é n i a  1 cc de e x t r a c t o  de 
l a  misma p la n ta  pero  no c o n te n ta  CMU, y se expresan en %.
Con l o s  v a l o r e s  o b te n id o s  ( r e f e r i d o s  a l  t e s t i g o )  
en fu n c ib n  de l a s  c o n c e n t r a c io n e s  de CMU, se o b t ie n e n  
l a s  c u rv e s  de r e g r e s i b n ,  l a s  c u a le s  s e r v i r â n  p a ra  o b te -  
n e r  l a  c o n c e n t r a c ib n  de CMU e x i s t a n t e  en un e x t r a c t o  pro, 
blema que produzca  un de te rm inado  n i v e l  de i n h i b l c i b n  
de d esp re n d im le n to  de oxlgeno con r e s p e c to  a l  t e s t i g o .
2 . 5 . 4 . Determ inacibn  de la  concentracibn de CMU en la  ho.1a.
Una vez conoc ida  l a  c o n c e n t r a c ib n  de CMU en l a  
c u b e ta  de r e a c c ib n  d e l  e l e c t r o d o  de oxlgeno ( u t i l i z a n d o  
l o s  d a to s  de l a  cu rva  de c a l i b r a d o ) ,  sa c a l c u l a  l a  con­
c e n t r a c ib n  de CMU en l a  hoja, te n ie n d o  en c u e n ta :  e l  peso 
f r e s c o  de l a  hoja de p a r t i d a ,  e l  c o n te n id o  acuoso de e s t a  
y e l  volumen f i n a l  de l a  d i l u c i b n  d e l  e x t r a c t o  (25  m l) . 
En l o s  c a so s  en que e l  e x t r a c t o  r é s u l t a  demasiado con— 
c e n t r a d o ,  se toma una c a n t id a d  a l l c u o t a  mener de 1 cc ,  
que se t i e n e  en c u e n ta  en l o s  c â l c u l o s  de l a  c o n c e n t r a ­
c ib n  f i n a l .
3 .  R E S U L T A D O S
-  9 5  ”
3 . 1 .  EFECTO DEL CMU SOBRE EL DESARROLLO DE PLANTAS 
CULTIVADAS.
3 . 1 . 1 .  A bsorc iôn  c o n t in u a  de CMU.
Los r e s u l t a d o s  d e l  e f e c t o  de l a  a b s o rc iô n  c o n t i ­
nua de d i v e r s e s  c o n c e n t r a c io n e s  de CMU en s o lu c iô n  nu­
t r i t i v e  , por v i a  r a d i c u l a r ,  sob re  e l  d e s a r r o l l o  de l a s  
p l a n t a s  de cebada ,  avena , t r i g o ,  a a l z ,  j u d i a  y tomate -  
d u ra n te  c u a t r o  se n a n a s ,  se ex p re san  en l a s  t a b l a s  X (ce 
b a d a ) ,  XII  ( a v e n a ) ,  XIV ( t r i g o ) , XVI (m a lz ) ,  XVIII ( j u ­
d i a )  y XX ( to m a te ) .
Los v a l o r e s ,  que son media de c u a t r o  repetic iraies, 
in d ic a n  e l  numéro de h o ja s  a l  f i n a l  de l a  19, 29, 39 y 
49 semana de t r a t a m ie n to ,  a s l  como l o s  d l a s  t r a n s c u r r i -  
dos desde e l  comienzo d e l  mismo h a s ta  l a  a p a r i c iô n  de 
s ln to m as  de m arch i tam ien to  y h a s ta  l a  e x p re s iô n  c l a r a  de 
l e t a l i d a d  en l o s  ca so s  en que e s t a  se o bse rvaba .
3 . 1 . 2 . A bsorciôn d u ra n te  una semana.
E l e f e c t o  d e l  CMU a d m in is t r a d o  d u ra n te  una s o la  
semana sob re  p l a n t a s  que se m antuv ie ron  p o s te r io rm e n te  
en s o lu c iô n  n u t r i t i v e  d u ra n te  t r e s  semanas mas, se ex­
p re s s  en l a s  t a b l a s  XI (c e b a d a ) ,  X I I I  ( a v e n a ) ,  XV ( t r !_ 
g o ) ,  XVII (m a lz ) ,  XIX ( j u d l a )  y XXI ( to m a te ) .
Las c i f r a s  de l a s  t a b l a s  i n d ic a n ,  a l  ig u a l  que 
en e l  a p a r ta d o  3 . 1 . 1 ,  e l  nûmero de h o ja s  que Iban a pare, 
c ien d o  a l  f i n a l  de cada semana y l o s  d l a s  que t r a n s c u -  
r r l a n  desde e l  comienzo d e l  t r a t a m ie n to  h a s ta  l a  a p a r i ­
c iô n  de s ln tom as  de m a rch i tam ien to .
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3 . 2 .  EFECTO DEL CMU SOBRE LA ACTIVIDAD FOTOSINTETICA 
PE LAS HOJAS PE PLANTAS CÜLTIVADAS.
3 . 2 . 1 .  C o n cen trac l6 n  de CMP en l a s  ho .jaa .
La c a n t id a d  de CMU a b s o rb ld a  r a d ic u la r m e n te  per  
cada una de l a s  e s p e c le s  v e g e t a l e s  en sa y a d a s ,  a  l a s  24 
b o ra s  y 7 d l a s  de a b s o rc lô n ,  se de te rm in b  por c o n ta je  
d e l  CMU"14c Inco rpo rado  a cada p l a n t a .
En l a s  t a b l a s  XXII y XXIII se In d ic a n  l o s  v a l o - . 
r e s  o b te n id o s  en cada e x p e r i e n c l a ,  que son media de 
c u a t ro  r e p e t i c i o n e s ,  para  l a s  d i v e r s e s  e s p e c i e s  v ég é ta  
l e s  después  de 24 h o ra s  y 7 d l a s  de a b s o rc iô n  respectJL 
vamente.
E s to s  v a l o r e s  se r e p r é s e n t a s  g râ f ic a m e n te  en l a s  
f i g u r a s  13 (c e b a d a ) ,  14 ( a v e n a ) , 15 ( t r i g o ) ,  16 (m a lz ) ,  
17 ( j u d l a )  y 18 ( to m a te ) .
En l a  t a b l a  XXIV se ex p resan  l o s  v a l o r e s  de l a s  
c o n c e n t r a c io n e s  r e l a t i v a s  a l c a n z a d a s  por e l  CMU en l a s  
h o ja s  de l a s  d iv e r s a s  p l a n t a s  t r a t a d a s  con r e s p e c t e  a 
l a  concen trac i& n  de CMU que e x i s t l a  i n i c i a lm e n te  en l a  
s o lu c iô n  n u t r i t i v a  después de 24 h o ra s  y 7 d l a s  de ab -  
s o rc ib n  r a d i c u l a r .
E s to s  v a l o r e s  se r e p r é s e n t a s  g râ f ic a m e n te  en l a s  
f i g u r a s  19 (24 h o ra s )  y 20 (7 d l a s ) .
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CONCENTRACION MOLAR DE CMU EN LA SOLUCION
NUT RI T I V A
■ 24 HORAS  
0 7 01 AS
F1G.13
HISTOGRAM A DE LAS CO NCE NTRACI ONE S DE CMU 
EN LAS HOJAS DE P L A N T A S  DE C E B A D A  Q U E L O  
A BS OR B I ER ON  R A D I C U L A R M E N T E  D U R A N T E  
24 HO RAS Y 7 01 AS

















10*2 10-6 10-5 10-4 10 3
CONCENTRACION MOLAR DE CMU EN LA SOLUCION 
NUTRITIVA
■ 24 HORAS 
1 7 OIAS
FIG. 14
HISTOGRAMA 06 LAS CONCENTRACIONES DE CMU 
EN LAS HOJAS DE PLANTAS DE AVE N A QUE LG 
ABSORBIERON RADICULARMENTE DURA N TE  















tor? 10-6 IQ-S I Q- t  I0'3 
CONCENTRACION MOLAR DE CMU EN LA SOLUCION 
NUTRITIVA
■  2 4 HORAS
□  7 D IA S
FIG. 15
HISTOGRAMA DE LAS CONCENTRACIONES DE CMU 
EN LAS HOJAS DE PLANTAS DE TRIGO QUE LO 
ABSORBIERON R A D I C U L A R M E N T E  D UR A N T E  
24 HORAS Y 7 01 AS
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2
10'7 10*® 10'® 10'^ 10'-
CONCENTRACION MOLAR DE CMU EN LA SOLUCION
NUTRITIVA
■ 2 6 HORAS 
]  7 DIAS
FIG. 16
HISTOGRAMA DE LAS CONCENTRACIONES DE CMU 
EN LAS HOJ AS DE PLANTAS DE M A l Z  QUE 10 
A B S O R BI E RO N  R A D I C U L A R M E N T E  D U R A N T E  



















DE CMU EN LA SOLUCION
10
■ 2 1 HORAS 
]  7 0.1 AS
FIG.17
HISTOGRAMA OE LAS CONCENTRACIONES DE CMU 
EN LAS HOJAS OE PLANTAS DE JUDIA QUE LO 
ABSORBIERON RADI CULARMENTE D U R A N T E  



















IQ-7 10'® 10'® I0'4 10'3
CONCENTRACION MOLAR OE CMU EN LA SOLUCION
NUTRITIVA
■ 2i. HORAS
]  7 OIAS
FIG. 18
HISTOGRAMA DE LAS CONCENTRACIONES OE CMU 
EN LAS HOJAS OE PLANTAS OE TOMATE QUE LO 
ABSORBI ERON R ADI CUL ARM ENT E  DURANTE  
24 HORAS Y 7 DIAS
— ï 18 —'
o
X | - 4-
10 ' ® 10
CCMU] EN LA SOLUCION
CEBADA
—  —  —  — ' AVENA  
• • • • • • » • •  JUOIA
 — -----------------M A I Z
TRIGO
—  —  — —  TOMATE
FIG. 19
RELACION ENTRE LA CONCENTRACION OE CMU EN LA 
SOLUCION Y LA CONCENTRACION DE CMU AL CANZAOO  
EN LAS HOJAS DE LAS D I FERENT ES P L A N T A S  DESPUE3 
DE A 8 S 0 R B E R L 0  R A D I C UL A RM EN T E DURAN TE ZAHORAi
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RELACION ENTRE LA CONCENTRACION OE CMU EN LA 
SOLUCION Y LA CONCENTRACION OE CMU ALCANZAOO  
EN LAS H OJ AS DE LAS DIFERENTES P L A N T A S  DESPUES 
DE ABS0R8ERL0 RADI CUL ARM ENT E DURANTE 7 D I A S
- 1 2 0 -
3.2.2. A s lm l la c l6 n  de l
La ac c io n  de d l s t l n t a e  c o n c e n t r a c io n e s  de CMU 
sobre  l a  c a r b o x l l a c i ô n ,  se e s t u d l ô  por d e t e r n i n a c i b n  
de l  1^002 a s i n i l a d o  por l a s  p l a n t a s  de l a s  d i v e r s a s  e_g 
p e c le s  v e g e t a l e s  que p rev iam en te  hab lan  a b so rb id o  por 
v ia  r a d i c u l a r  CMU a k c o n c e n t r a c io n e s  d i f e r e n t e s  duran 
te  2.k h o ra s  y 7 d l a s ,  segûn se d e s c r ib e  en e l  a p a r ta d o
2 . 2 .2 .
Se utilizaron dos plantas de cada una de las ejg 
pecies vegetales para cada concentraciôn de CMU, slendo 
los resultados media de cuatro determinaciones.
En las tablas XXV (24 horas de absorciôn)y XXVI 
(7 dlas de absorciôn) se expresan los valores medios 
o b te n id o s .
La r e l a c i o n  e x i s t e n t e  e n t r e  l a  c o n c e n t r a c iô n  de 
CMU a lc a n z a d a  en l a  b o ja  de l a s  d i f e r e n t e s  e s p e c i e s  ve 
g e t a l e s  y la a c t i v i d a d  f o t o s i n t è t i c a  de la  misma después 
de 24 h o ra s  y 7 d l a s  de a b s o r c iô n  r a d i c u l a r ,  se e x p re s s  
en l a s  t a b l a s  XXVII ( c e b a d a ) ,  XXVIII ( a v e n a ) , XXIX ( t r ^  
g o ) ,  XXX ( m a lz ) , XXXI ( j u d l a )  y XXXII ( tom ate )  y se re. 
p r é s e n ta  g râ f ic a m e n te  en l a s  f i g u r a s  21 (24 h o ra s )  y 
22 (7 d l a s ) .
Los v a l o r e s  de l a  c o n c e n t r a c iô n  de CMU en l a s  
h o ja s  se o b t ie n e n  a p a r t i r  de l a  t a b l a  XXII (24 h o ra s )  
y XXIII (7 d l a s )  y l o s  de l a  A.F. r e l a t i v a  a p a r t i r  de 
l a s  t a b l a s  XXV (24 h o ra s )  y XXVI (7 d l a s ) .
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INFLUENCIA OE LA CONCENTRACION ALCANZAOA POR EL 
CMU EN LAS HOJAS OE DIFERENTES VE GET ALE S QUE LO 
ABSORBIERON RADICULARMENTE DURANTE TtHORAS,  
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INFLUENCIA OE LA CONCENTRACION ALCANZAOA POR EL CMl  
EN LAS HOJAS DE DIFERENTES ESPECIES VEGETALES DUE L) 
ABSORBIERON RADICULARMENTE DURANTE 7 OIAS, SOBRE Lx 
ACTIVIDAD FOTOSINTETICA OE ESTAS . VALORES RELATIVOS 
AL TESTIGO
- 131 -
3 . 3 .  EFECTO DEL CMU SOBRE LA REACCION DE HILL EN CLORO- 
PLASTOS AISLADOS DE HOJAS DE PLANTAS CÜLTIVADAS.
3 . 3 . 1 . R e la c l6 n  s u p e r f i c l e / p e e o  de h o ja  y c o n te n ld o  en
c l o r o f l l a .
En l a  t a b l a  XXXIII se e x p re s a  d. valor medio de l a  
r e la c l& n  s u p e r f i c i e / p e s o  r e a l l z a d a  en h o ja s  de 10 p lan ­
t a s  de cada  una de l a s  e s p e c i e s  e s t u d i a d a s , a s i  como e l  
v a lo r  medio o b te n id o  en l a  d e te rm in a c iô n  de l a  c lo ro f l la  
t o t a l  en l a s  « ism as , ex p re sad a  en mg/cm^ de h o ja ,  Tamblén 
se i n d i c a  e l  c o n te n ld o  en c l o r o f l l a  exp resado  en mg/ml.
A p a r t i r  de l o s  v a l o r e s  o b te n id o s  en l a  d e te rm i-  
nac ibn  de l a  c l o r o f l l a  t o t a l  en h o ja s  de p l a n t a s  f r e s -  
ca s  y en l a  s o lu c iô n  de c l o r o p l a s t o s ,  se ha ca lcu lado  l a  
s u p e r f i c i e  f o l i a r  é q u iv a le n te  pa ra  cada e s p e c ie  v e g e ta l  
que c o r re sp o n d e  a l o s  c l o r o p l a s t o s  c o n te n id o s  en cada 
cu b e ta  de r e a c c iô n  ( 0 ,5  ml de s u sp e n s io n  i n i c i a l ) .
3 . 3 . 2 , Curva de c a l i b r a d o  de l a  r e l a c I 6 n  DPIP o x idado / 
P .O .540.
En l a  t a b l a  XXXIV se ex p re san  los valores o b te n i ­
dos en la  cu rva  de c a l ib r a d o  en l a  que se r e l a c i o n a  l a  
c o n c e n tra c iô n  de DPIP oxidado con l a  D.O. l e l d a  a 540 nm,
E s to s  v a l o r e s  s a t i s f a c e n  a l a  l e y  de B eer— 
Lambert y ,  por t a n t o :
D.O. = K.C
El v a lo r  de K o b te n id o  m ediante  a j u s t e  por ml- 
nimos cuad rados  fue 9,5141 u n id a d e s  de den s id ad  ô p t ic a  
por micromol de DPIP en forma o x idada .
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TABLA X X X r V . -  Curva de c a l i b r a d o  d e l  DPI? ox idado .
Los v a l o r e s  e x p re sa n  u n id ad es  de D.O. a 
340 nm. (x :  media de c ln c o  r e p e t l c l o -  
n e s ;  c . v . ;  c o e f i c l e n t e  de v a r ia b i l ld a d ) .
Conc. de DPIP ox. 
en l a  c u b e ta  de 
r e a c c lb n  







0 ,0 2 7 7 0 ,2 3 8 0,0721
0 ,0 3 3 3 0 ,2 9 9 0 ,1 0 3 8
0 ,0 3 8 8 0 ,3 3 0 0,0673
0,0444 0,401 0 ,0 3 2 3
0 ,0 5 0 0 0 ,4 3 9 0,0251
0 ,0 5 3 3 0 ,499 0 ,0 2 1 3
A ju s te :  D.O. = K x DPIP ox.
K: 9,3141
r :  0 998  D.O. = 9,3141 (DPIP o x .)
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3 - 3 . 3 .  C on d lc lo n es  de l a  r e a c c l 6 n .
La c a p a c ld ad  f o t o r r e d u c t o r a  de l o s  c l o r o p l a s t o s  
se  e s t u d l b  segûn l a s  c o n d lc lo n e s  de reaccl& n que se  de 
t a l l a n  en e l  a p a r t a d o  2 . 3 . 4 .
Se u t l l l z a r o n  5 c o n c e n t r a c lo n e s  d l f e r e n t e s  de 
CMU, e fe c tu â n d o s e  dos l e c t u r a s  en e l  c o lo r lm e t r o  a 540 
nm por cada tu b o ,  una I n l c l a l  y o t r a  después de un mi­
n u te  de l lu m ln a c lb n .
La c a n t ld a d  de DPIP re d u c Id o  en cada caso  se  ob 
t l e n e  s u s t l t u y e n d o  e l  Increm ento  de den s ld ad  b p t l c a  en 
l a  e x p re s lb n :
dDO
DPIP re d u c ld o  =
9,5141
La e x p e r l e n c l a  se  r e p l t l ô  5 veces  para  cada con 
c e n t ra c l& n .  Los r e s u l t a d o s  o b te n ld o s ,  v a l o re s medlos y 
v a lo r e s  r e l a t i v e s  a l  t e s t l g o ,  se pueden o b se rv e r  en las  
t a b l a s  XXXV (c e b a d a ) ,  XXXVI ( a v e n a ) ,  XXXVII ( t r l g o ) ,  -  
XXXVIII (m a lz ) ,  XXXIX ( j u d l a )  y XL ( to m a te ) .
Por cada mol de DPIP re d u c ld o  en l a  r e a c c lb n  de 
H l l l  se d esp renden  0 ,5  moles de ox lgeno , l e  que nos pe£ 
m ite d e te rm in e r  l e s  m icromoles de oxlgeno d esp ren d ld o s  
en cada tubo  de r e a c c lb n  d u ra n te  e l  m inute  que d u ra  l a  
l lu m ln a c lb n .
Dado que l e s  0 ,5  ml de l a  e o lu c lb n  de c lo r o p la g  
t e s  In c o rp o ra d o s  a l a  r e a c c lb n  se pueden c o r r e l a c l o n a r  
con l a  s u p e r f i c i e  de h o ja  f r e s c a  a que e q u lv a le n  para  
cada e s p e c le  v e g e t a l ,  l e s  r e s u l t a d o s  se pueden e x p re -  
s a r  como micromoles de oxlgeno  d e sp re n d ld o s  por hora  y 
por cm^ de h o ja  f r e s c a .
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3 . 3 . 4 .  O btenciSn  de l a s  fu n c lo n e s  de c o r r e l a c i b n  e n t r e  
l a  c a p ac ld ad  f o t o r r e d u c t o r a  de l o s  c l o r o p l a s t o s  
y l a  c o n c e n t r a c lb n  de CMU.
En l a  t a b l a  XLI se ex p re san  l o s  v a l o r e s  que r e -  
laclonan la concen trac ibn  de CMÜ en la eu be t a  de r e a c c lb n  
y l a  a c t i v i d a d  f o t o s i n t é t i c a  r e l a t l v a  ex p re sad a  en %.
La c o r r e l a c l b n  e x i s t a n t e  e n t r e  l a  a c t i v i d a d  fo­
t o r r e d u c t o r a  (A .Fr ) de l o s  c l o r o p l a s t o s  de cada una de 
l a s  e s p e c i e s  v e g e t a i e s  e s t u d i a d a s ,  en fu n c ib n  de l a  con 
c e n t r a c ib n  de CMÜ, se e x p re s a  en l a  t a b l a  XLII y se re  
p r é s e n ta  en l a s  f i g u r a s  23 ( c e b a d a ) ,  24 (avena)  , 25
( t r i g o ) ,  26 ( a a l z ) ,  27 ( j u d l a )  y 28 ( to m a te ) .
P a ra  c o n c e n t r a c lo n e s  de CMU > 10“ ^ M (e x c e p to  en 
cebada que es  >10"^ M), l a  c o r r e l a c l b n  e x i e t e n t e  s a t i s  
fa c e  a l a  ecu ac ib n  de l a  r e c t a :
H = A + B log jQ  C
m ie n t r a s  que pa ra  c o n c e n t r a c lo n e s  de CMU <10“ ^ M (ex ­
c e p to  en cebada que e s  < 1 0 ” ^ M), l a  c o r r e l a c l b n  e x i s ­
t a n t e  s a t l s f a c e  a l a  ecu ac ib n  de l a  h ip é r b o la :
100 lo g ^o  C + D
H = E + log]Q C
en l a s  que:
H = cap ac ld ad  f o t o r r e d u c t o r a
C = c o n c e n t r a c ib n  de CMU
A y B = c o n s t a n t e s  de l a  r e c t a
D y E = c o n s t a n t e s  de l a  h ip é r b o la
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3 . k .  EFECTO DEL CMU SOBRE LA ACTIVIDAD FOTOSINTETICA DE 
CHLORELLA PYRENOIDOSA.
En l a  t a b l a  XLIII se In d ic a  e l  e f e c t o  de d i v e r ­
se  s c o n c e n t r a c lo n e s  de CMU so b re  l a  a c t i v i d a d  f o t o s i n t ^  
t i c a  y r e s p i r a t o r i a  d e l  a lg a  C h l o r e l l a  P y ren o id o sa .
Los v a l o r e s  ex p resan  ^ n o le s  de oxlgeno d e sp re n d s  
dos o consumidos por n in u to  y a i l ig r a m o  de c l o r o f i l a  y 
son media de c u a t r o  r e p e t i c i o n e s .  Los v a l o r e s  de a c t i v i ,  
dad f o t o s i n t é t i c a  se r e p r é s e n t a s ,  en forma s e m i l o g a r l t -  
mica, en l a  f i g u r a  29  y s a t i s f a c e n  a  l a  s i g u i e n t e  ecua­
c ib n  de l a  r e c t a :
AF = A + B l o g i o  C
en l a  que:
AF = a c t i v i d a d  f o t o s i n t é t i c a .  
C = c o n c e n t r a c ib n  de CMU. 
AyB= c o n s t a n t e s  de l a  r e c t a .
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5 . 5 .  EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE HOJAS DE PLANTAS TRATA- 
DAS CON CMÜ SOBRE LA ACTIVIDAD FOTOSINTETICA DE 
CHLORELLA PYRENOIDOSA.
5 . 3 . 1 . Curvas de c a l i b r a d o .
La e v a lu a c l6 n  d e l  co n te n ld o  de CMU en e l  e x t r a c ­
to  de h o ja e  de l a s  d l f e r e n t e s  e s p e c i e s  v e g e t a l e s  e s t u ­
d i a d a s ,  se r e a l i z ô  a  p a r t i r  de sendas  cu rv as  de c a l i b r a  
do en l a s  que se r e l a c i o n a b a  l a  c o n c e n t r a c iô n  de CMU y 
e l  g rado  de i n h i b i c i ô n  de l a  a c t i v i d a d  f o t o s i n t é t i c a  en 
c u l t i v e s  de C h l o r e l l a  P y re n o id o sa  que c o n te n ia n  e x t r a c -  
t o s  de h o ja  de l a s  d l f e r e n t e s  e s p e c i e s .
Los v a l o r e s  o b te n ld o s ,  ex p re sad o s  en //moles de 
O2 d e s p re n d ld o s  0 consumidos por minuto y a i l ig r a m o  de 
c l o r o f i l a ,  son media de c u a t r o  r e p e t i c i o n e s  y se e x p re ­
san en l a s  t a b l a s  XLIV (c e b a d a ) ,  XLV (a v e n a ) ,  XLVI ( t r ^  
g o ) ,  XLVII (m a lz ) ,  XLVIII ( j u d l a )  y XLIX ( to m a te ) .
- 1 5 4 -
d 1n) TJ d
k d o+> T3 A aH •H M d
O > d JH d
V# fcO p
iH p •H d
« o  IM rH dd •H tH
d 8 U
o d (Q •tH
rH d >y «M
f4 d
« o O O
o UrH P u
JO d 3




TJ p ►J (4 u
v4 o O
d « P to V, d CO
-p d rH m d
d rH o d
o rH d TJ o
ü 4> JH tH tH
O 8 O
1—1 d rH 3 tH
m P Jd to P
TJ d O d d
d o Pt
d 3 d o dvO U bO L,
■p rH o
u d d O
d d CO JH
d rH o P
>H o d TJ d
d TJ TJ P 3
> d TJ um d d dp •tH d d
d d (4 k TJr—• d O d .p P (Q d
d d d •fH
(4 TJ TJ
d d •P dd . TJ d . a
d (0 oo x> d d
TJ d *4 d o
d o TJ CO
k >>
J3 d (0 >>
f4 TJ d d
fH o rH d TJ
d (0 tH O rH dü d P S •fH TJ
»4 tH
o o P O rH
Tï J3 d d k •tH
•tH o O •d
d d (0 rH rH d
> TJ O ü •fH
L, p d *4
3 O o d d d




vo O o O o
1 CM O o O ir\ CA
d O O if\ O irv irv CM CM







d W \ o CM O O td CM irv CM
fH a OO vO •d O (N ov OO
•p <\J O CM CM CMp .





o . IN O O CM m o \ CA
rH vd vo lA (N CM O s
O K> K> CM CM
B |X
5 O O O O O o O O
CN CMT CN O O IT\
1
d d o vO K% O O m lA







o O VO ov 00 vo Qp V CM OV irv vo irv O
o a CM CM CM iTv .d d- 1«M







ü O Hj- Hj- •d- - d o v OO CA
< î OS CO CN e n vO d -
rH .  k CM CM CM CM O O 1O IM












ov OQ cv. vo CA Hf
o O o O *o o
i£ 'o
2 t j  2 p  d ® 
MX» p  ® p  p* > HH tH ®
9 P
O
p  d  IM
d
2O ® P P o® rj
■^2 2 
o
X» O CO 
tH P  O p o p ;  
9 9 p  <P «
p o d  
o H
O rH rH
rH p  
® d  O 
X» P  rH 
P ,c c ® o
tO 3  
p  o  d  U M) 
d  C  rH 




rH P ^ s
O <P 
P  9 3 O 




.  o  rH ► TJ O 
«  C  XJ 
®
d  p  d  
rH P  P  
O  p  
d  p  o
§ . «  "  
c 
o  ®
TJ >  
d  d
a o
3  P  
(0 O  










/ )  o
P  X» %  r4
d  d  d
0  d  o  
- r - )PO O P  
TJ JP '«
d  o  P
>  TJ P  
P  CO 
3 0 0




P  3  
® o  
p












O ♦a d r-t
= 3 3
CO Vt TJ O O P  
p  p  p





































CM OO CA O o
CM OO CA cv. o CA
Cv- OO CA C3V CA CM
Ov CO OO cv. cv. vo
O o CA CA CM (TV CA (A
Ht Ht Cv. CA tv. C,3 cv. (TV
CM CM Ü CM CM CM CM CM

















































— C3V CO C^ vo CA Ht 






















rvj ^  vo 00 l>-rvj -3- vo OO cv-
^  r -  OO K \ cv.
On ov ov CO OO Cv-
rH
,obO +> o K> OJ
VO K>
— OJ rvj
r^  T— •— rvj K>
rf> MA OJ r -  oro» KA NA HA
^  ifA O- C7NCV.UA
ON
OO
vo OO OO CN. oo. HA KA OO HA

















1 o \ ol 1o U t o  rH P
(d (0 o 43t3 (0 <0 -0- ON KN, 0 0
■p <0 (D o P KO P J - 0 VA CO
M 73 k 73 P W
« •H S * 3 rH O O -0- ON itn ON m lA> H O > P o o O n OO o o A - v p
H -H O B 04
9 P
U 2 Op














O O U tH O a -0- K> ITv -0" ITN l A
k O ►> ü c0 o o O VO ON NP
* 4 3 rH **H P <v N <M rvj P J P J f A
n O 10 o P P  —
(0 > p « P , 1 o O O O O O O O
o 3 O (0 d
T J O 00 a O « p
• p P o P « a
o 0> . (V
■p V» i t > o
a « 9 o
o 1—( A o p fU rvj < r ON v p 0 0 ON v p
ü r - t P o O n [N. v p -0 ’ P J O
<D O 00 a a r n P I rvj P J P J P J P J
rH
(0
i t O 00 9 . i k







O 3 o o
T-l O (0 c t - t
t> 0 0 o p
9 C rH o «
?! (D <0 p , 1 O O irv -0" o rA
H o m -0- - 0 o - 0
(0 O 1—* f t (0 (0 1
> 73 9 m O P 8 vO ON P I o9 C X ) o o -#H f i o \ OO o o CN itn P J
9 73 f t P 0 4
9 f » (0 p p 0» O




10 P O « o . P p
H P «4 (0 u
3 (0 p . 9 o
A 00 73 p %) q Q ON ITN -0- f A
o o B rvj O O VP O -0 ’
o a .  7 3 <0 »4 OJ f\J rvj P J P I VA 1al(0 P o(0 <D (M t 3 73  — O O O O O o O
p o « 9
43 o a 73 d
t3 « t4 p
" j a «0 o P
U a o 00 00 P rvj
p o O O
9 o r-t >> <0 v o IT\ v o c v iTN ITv o
T ) 43 > o O P o o r - irv KN O - 0 NP
p B o k , rv» CM rvj P J P J O I
9 9 0 5 . rH  73 a 1 M
> n f i P  (0 %. O o O O O O o
(0 (0 04  73
P» o o O O  P






P 00 ^  















d p . ' - ' O o O O O O O Ot-4 o o coc o d
<0 o Se-* o
- 1 5 8 -
8 >
«MO
e t i t  o  o
O O






5  3P  S >











<J- ON OO vp VP o
fA vp rA vp 0 lA
CN. 0 - ON 0 oo O(Tv ON oo oO Cn- CN.
-0-
cO oo S s




















- 0-fA SrA •0-OK> (p (AS  s
o
<— ON o o  CN- vp UN -0" 
_  I I I I I I Io o o o o o o o
-  159 -
o| 1
CO73 CD
p CO d O 1 ON rA CN- ON rvJ
p 73 P. 8 lA lA 0 0 rvj CO
X p X tO P
« > « d o P o O vX> rA o CN. 0
p W P P o O ON ON On cX) oo [N-
P p P d «M
m o X P p O
CO P tH d
a a u O
« to (0 p P
p CD >ï *M d o
5=> d p 'O
S <D O o o P  w
o X P p o o a CA rA O rvJ 0 OJ tVX3 (0 3 P rA rA rvj CN- VÛ o lA 0
(D O ► d d c\J rvj rvj rvj rvJ rA
73 to •W P
CO a > d, 1 O CD O O O CD CD CD
O O o p d




« <M to u N*3 O P CD p o
c p O do P CD73 o p 0 0 0 lA NO CN. (7n O
u @ d fi p o O' ON OO CN- NO lA rA rvj
o a o a tv rvj rvj (\J rvj rvj rvj ry
p COp 3 p 3- I X





.O u bO d
v4 p o
o a cO O
(0 « CD d
3 1—1 O P ON O O O O O O







o p p o ON rvT OO CD NO (D oo
« CD
fi
d9 P d o
CN. CN. NO NO rA rvj
(0 d d d 73 p  <p
p CD O P, %p o












& p. C\J a o 0 0 ON O C7N O rvj
to CD O P  X) o IN 0 rvj NO O lA CN.o 8 P d o a <\J rvj rA rA rvj lA 0 0
73 O d CD o 04 N-/
(0 P 73 (0 o O CD CD O O o o
P 73»-
JQ 0> (0 >i • p 1
t4 73 CO O 73 d
P o P to 73




o O O p o o rvj CJN lA lA rvj rA lA
73 Jd d CO d p 0 rvj ao NO rvJo O 43 p rA rvj rvj rvj O O
3 o CDp P  cO o I X
> 73 O O P a o” O O O O O o' CD
P P d d 3-
3 Q O to P  P






>4 P  P S'-N O n C30 (N- NO lA 0







p  73 
at

























d d f# p
p .o S p
a P  X d
p u p Ü d
p d O
o d p P ü
p p 73
d d o p
p p p p C 73
o p o s O
p d p U t P
o P o P
X ü p 73 p d
p p P d p
P 60 73
d P P fj d u
o > > p *r4
*r4 >» f i o 0 4
ü P p d P
P P P u o O
P m P p ü o
P o O
d 73 P II II II
d f t d.
O o p k ,























































ON rvj CN. ON rA
O oo r A vd D- CN.
OO NX) rA CN. rA
IT\ ON lA <NJ NO
oO ON 0 CN.
IT \ NO NO lA NO NO
ON 0 fVI C ^ ON
OO NO CN. 0 CN. 0
r A (Nj NO IN
C7N 0 ON o o
CN. ON OO OO OO ON ON
O n 0 \ CJN ON ON ON ON
0 o CN. NO NO Q rAOJ lA rvj rA C ^ O ON
rvj NO O NO (N
OJ rvj rvj rvj rvj
rA O CN. ON NO CN.lA O OJ CN. ON 0

















p d 60 N p P p
JQ p fi f i 73 a
P > d P 3 o A
Ü <S X *73 6-* V3
— 161 —
3. 5* 2 .  Obtenc lôn  de l a s  f u n c i o n e s  de c o r r e l a c i o n  e n t r e  
la  a c t i v l d a d  f o t o s l n t è t l c a  y l a  c o n c e n t r a c l 6 n  de 
CHU.
La correlacion  ex istan te  entre la  capacidad fo-  
to s in té t ic a  de Chlorella  Pyrenoidosa y la  concentraciôn 
de CMU en extractos  de hojas de la s  d iversas esp ec ie s  
v eg e ta le s ,  se puede a ju ster  a una recta de ecuaciôn:
AF = A + B log^o U
para concentraclones de CMU >10”^’^  ^ M 
y a una hipérbola de ecuaclbn:
100 l o g i o  C + D
Ar = —  ------- ------------- -—
E + l o g i o  C
para  c o n c e n t r a c l o n e s  de CMU <10 M
en la s  que:
AF = activ idad fo to s in té t ic a  
C = concentraciôn de CMU 
A y B = constantes de la  recta  
D y E = constantes de la  hipérbola
Los c o e f ic ie n te s  de la s  correspondientes curvas 
de regresiôn para los extractos de la s  diversas plantas  
estudiadas, se expresan en la  tabla L y se representan  
grâficamente en la s  figuras 30 (cebada), 31 (avena),32 
( t r ig o ) ,  33 (malz), 34 (Judia) y 35 (tom ate).
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3 .5*3 . Efecto de lo s  extractos  de ho.las de plantas trst- 
tadas durante 24 boras.
El e fec to  del extracto  de la s  hojas de la s  d is ­
t in ta s  esp ec ie s  v eg e ta les  que absorbleron radlculartnen 
te  d lferen tes  concentraclones de CMU durante 24 horas, 
sobre la  activ idad  fo to s in té t ic a  y resp irator la  del a l  
ga C hlorella , se indica en la s  tablas LI (cebada), LU  
(avena), L U I ( t r ig o ) ,  LIV (malz), LV (judla) y LVI 
(tom ate).
Los val ore 8 expresan //moles de oxlgeno despren- 
dldos o consumidos por minuto y miligramo de c lo r o f l ia  
y son media de cuatro rep et ic io n es .
3 . 5 . 4 . Efecto de lo s  extractos de hojas de plantas tra- 
tadas durante 7 d ia s .
El efecto del extracto de la s  hojas de la s  distin  
tas esp ec ies  v eg e ta les  que absorbleron radicular me n te  
d lferen tes  concentraclones de CMU durante 7 dias sobre 
la  activ idad  fo t o s in té t ic a  y resp ira tor la  del alga Chlo­
re l i a ,  se Indlcan en la s  tab las  LVII (cebada), LVIII 
(avena), LIX ( t r ig o ) ,  LX (malz), LXI (judla) y LXII 
(tom ate).
Al Igual que en e l  punto anterior, lo s  v a lores 
expresan umoles de oxlgeno desprendidos 0 consumidos por 
minuto y miligramo de c lo r o f i la  y son media de cuatro 
rep e t ic io n es .
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3 . 5 . 5 .  E f e c t o  de l o s  e x t r a c t o s  de h o j a s  de p l a n t a s  t r a -  
t a d a s  d u r a n t e  7 d i a s  con d l f e r e n t e s  concentrac l o ­
ges  de CMO y man ten lda s  l a  seaana  s i g u i e n t e  en 
s o l u c l 6 n  n u t r i t i v e  ( s l n  CMU).
E l  e f e c t o  d e l  e x t r a c t o  de l a s  h o j a s  de l a s  d i s — 
t i n t a s  e s p e c i e s  v e g e t a l e s  que a b s o r b i e r o n  r a d i c u l a r m e n -  
te  d l f e r e n t e s  c o n c e n t r a c l o n e s  de CMU du ra n te  7 d i a s  y 
se mant u v i e r o n  l a  semana s i g u i e n t e  en s o l u c i ô n  n u t r i t i ­
ve ( s l n  CMU), s ob re  l a  a c t i v i d a d  f o t o s i n t é t i c a  y r e s p l -  
r a t o r i a  d e l  a l g a  C h l o r e l l a ,  se e x p r e s a  en l a s  t a b l a s  
LXIII  ( c e b a d a ) ,  LXIV ( a v e n a ) ,  LXV ( t r i g o ) ,  LXVI (malz) ,  
LXVII ( j u d l a )  y LXVIII ( t o m a t e ) .
Corao ya se i n d i c é  a n t e r i o r m e n t e , l o s  v a l o r e s  ex­
pr esan  iimoles de ox lgeno d e s p r e n d i d o s  o consumidos por 
minuto y mi l ig ramo de c l o r o f i l a  y son media de c u a t r o  
r e p e t i c i o n e s .
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3 . 5 . 6 ,  E s t l a a c l ô n  de l a  c o n c e n t r a c lo n  de CMU en l a s
ho.las de p l a n t a s  t r a t a d a s .
A p a r t i r  de l a s  e c u a c lo n e s  de r e g r e s i ô n  obtenjL 
d as  pa ra  cada e s p e c ie  v e g e t a l ,  se c a l c u l é  l a  concen— 
t r a c l ô n  es t lm ad a  de CMU en l a s  h o ja s  de l a s  p l a n t a s  
t r a t a d a s .
P a ra  e l l e  se u t i l l z a r o n  l o s  v a l o r e s  de l a  a c t ^  
v ldad  f o t o s i n t é t i c a  de c u l t i v e s  de C h l o r e l l a  colocados 
en un medio con e x t r a c t o  de l a s  h o ja s  de l a s  p l a n t a s  
t r a t a d a s  d u ra n te  2k h o ra s  y una semana.
E s to s  v a l o r e s  se ex p re san  en l a s  t a b l a s  LXIX 
(c e b a d a ) ,  LXX (a v e n a ) ,  LXXI ( t r i g o ) ,  LXXII ( a a l z ) ,  
LXXIII ( j u d l a )  y LXXIV ( to m a te ) .
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4. DISCÜSION DE RESULTADOS.
4 .1 .  EFECTO DEL CMU SOBRE EL DESARROLLO DE LAS PLANTAS.
Las o b se rv a c lo n e s  r e a l i z a d a s  sob re  l a  In f lu e n c ia  
d e l  CMU en e l  d e s a r r o l l o  de l a s  d i f e r e n t e s  e s p e c l e s  ve. 
g e t a l e s  e s t u d l a d a s ,  t a n to  en t r a t a m le n to  agudo cono en 
c r ô n lc o ,  concuerdan  con l o s  d a to s  o b te n ld o s  por Mlnshall 
(19 5 7 ) ,  Smith y S h e e ts  (1967) y Ashton y C r a f t s  ( 1973)•
De l a  observaci&n de l o s  r e s u l t a d o s  o b te n id o s  pa 
r a  e l  t r a t a m ie n to  c rô n ic o ,  se puede d e d u c i r  que, cuan-  
do l a  c o n c e n t r a c iô n  de CMU en l a  s o lu c iô n  n u t r i t i v e  es  
mu y pequena ( d e l  orden de 10*"^^ M ô 10” ^  ^ M), no e x i s ­
te  ningûn e f e c to  a p r e c i a b l e  sobre  e l  d e s a r r o l l o  de l a s  
mismas, c u a lq u ie r a  que sea  l a  e s p e c ie  v e g e t a l  t r a t a d a .  
P a ra  c o n c e n t r a c io n e s  d e l  o rden  de 10” ^® M, p a rece  que 
e x i s t e ,  de forma i n v a r i a b l e ,  un e f e c t o  e s t im u la n t e ,  en 
p râ c t ic a m e n te  to d a s  l a s  e s p e c i e s  v e g e t a l e s  t r a t a d a s  y 
que se m a n i f i e s t a  por un d e s a r r o l l o  mejor de l a  p la n t a  
con un mayor numéro de h o j a s  en com paraclén con e l  t e s  
t i g o  s i n  t r a t a r .
Cuando se u t i l i z a n  c o n c e n t r a c io n e s  de CMU dd. or 
den de 10”^ M se empiezan a o b s e rv a r ,  e n t r e  l o s  25 y lo s  
28 d i a s  de t r a t a m ie n to ,  l a  a p a r i c i ô n  de s in to m as  f i t o -  
t ô x ic o s  c a r a c t e r i z a d o s  por manchas de c o lo r  v e rd e  claro 
en l a s  mârgenes y p o rc io n e s  a p i c a l e s  de l a s  h o ja s  se— 
g u id a s  de o t r a s  g r i s â c e a s  o p l a t e a d a s  y un a m a r i l l e a — 
miento de l a s  mismas s i n  l l e g a r  a un marchi ta m ie n to  tçi 
t a l .
E s te  fen&meno e s  mucho mas acusado  cuando se u ti
— ft **l i z a n  c o n c e n t r a c io n e s  de CMU d e l  orden de 10” M, obser 
vàndose ya d i f e r e n c i a s  a p r e c i a b l e s  de s e n s i b i l i d a d  o 
r e s i s t e n c i a  c a r a c t e r 1 s t i c a s  para  cada e s p e c ie  v e g e t a l .
À
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Asi, mlentrae que la  cebada y e l  tr igo  presentan s into  
mas f i t o t é x i c o s  a lo s  15 y 18 d las de comenzar e l  tra­
tamiento, e l  maiz, la  judla y e l  tomate, lo s  presentan 
a lo s  21 dlas del comienzo del mismo, siendo la  avena 
la  especie  mas r e s is t e n te  (25 d la s ) .
Si se u t i l i z a n  concentraciones de CMU todavia su 
periores (10”  ^ M), lo s  e fec to s  f i t o tô x ic o s  se manifies 
tan clararaente para todas la s  esp ec ie s  tratadas en pé­
riodes que o s c i la n -entre lo s  9 d las  de tratamiento para 
la  gramlnea mas sensib le  (cebada), y 1? dlas para la  
mas r e s is t e n te  (avena). Para esta  concentraciôn, existe 
ya expresiôn clara  de le ta l id a d  con marchitamiento to­
t a l  y abscis iôn  en cebada (a lo s  18 d la s ) ,  tr ig o  y to­
mate (a lo s  21 d la s ) ,  judla (a lo s  22 d la s ) ,  malz y ave
na (28 d las)  con detencibn, tanto del crecimiento cotno
de la  apariciôn de nuevas hojas.
A partir de concentraciones de CMU del orden de
10”  ^ M la  f i to to x ic id a d  de este  herbicida es muy aeusa 
da para todas la s  esp ec ies  v eg e ta les  estudiadas, siendo 
especialmente sen s ib le  e l  tomate, en e l  que aparecen -  
sintomas de marchitamiento a lo s  4 d las de tratamiento, 
y en la  cebada, que aparecen a l o s  7 dlas del comienzo 
del mismo; en e l  malz tardan 11 d las en aparecer y 13 
en la  avena. Para es ta  concentraciôn de CMU, no se desa 
rro llan  prâcticamente la s  plantas y sô lo  aparecen nue­
vas hojas, aunque muy escasas en numéro, en avena y 
tr ig o .  En la  judla, aparecen algunos f o l i o l e s ,  pero las 
plantas no se desarrollan .
En todos lo s  casos, la  expresiôn clara de la  le  
talidad puede observarse entre lo s  8 y lo s  18 dlas a 
partir  del comienzo del tratamiento.
Para concentraciones de CMU aûn mayores, del or 
den de 10“  ^ M, lo s  sintomas f i to tô x ic o s  aparecen en la
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18 semana de t r a t a m ie n to ,  excep to  en e l  caso de l a  ave^ 
n a ,  que se m a n l f l e s t a n  a  l o s  10 d l a s  d e l  comienzo d e l  
mismo, o s c i la n d o  l a  e x p re s iô n  c l a r a  de l e t a l i d a d  e n t r e  
l o s  4 y 6 d l a s  para  l a s  D ic o t i le d o n e a s  ( j u d l a  y toma­
t e ) ,  8 p a ra  l a  cebada, que e s  l a  g ram lnea mâs s e n s ib l e  
a l  CMU, y 11, 12 y 14 pa ra  e l  malz, t r i g o  y avena r e s -  
p e c t iv a ra e n te . En n ingûn c a s o ,  l a s  p l a n t a s  se d e s a r r o — 
l l a n  n i  ap a recen  h o ja s  nu ev as .
Cuando se u t i l i z a  una c o n c e n t ra c iô n  d e l  orden de 
10” ^ M, l a  f i t o t o x i c i d a d  a p a re c e  desde e l  1®^* d la  de 
t r a t a m i e n t o ,  ex cep to  en e l  caso  d e l  t r i g o  y de l a  ave­
na , que a p a re c e  a  l o s  3 y 6 d l a s  r e s p e c t iv a m e n te  d e l  
comienzo d e l  mismo. E l  m arch i tam ien to  e s  muy râ p id o  y 
se obse rva  e x p re s iô n  c l a r a  de l e t a l i d a d .
En resumen, se puede c o n c l u i r  que, en t r a ta m ie n  
to  c r ô n ic o ,  c o n c e n t r a c io n e s  de CMU i n f e r i o r e s  a 10” ^^M 
no producen e f e c to  f i t o t ô x i c o  o b j e t i v a b l e  en l a s  espe­
c i e s  v e g e t a l e s  e s tu d ia d a s .
C o n c e n tra c io n es  d e l  orden de 10” ^® M producen , 
en g e n e r a l ,  e s t im u la c iô n  de l a s  mismas con aumento, tan  
to  de su d e s a r r o l l o  g e n e ra l  como d e l  numéro de h o ja s  . 
C o n c e n tra c io n es  com prendidas e n t r e  10” ^ m y M pr£
ducen e f e c t o s  f i t o t ô x i c o s  s in  l l e g a r  a l  m arch itam ien to  
t o t a l  n i  a l a  a b s c i s iô n  de l a s  h o ja s ,  l o  que ocu rre  -  
cuando se emplean c o n c e n t r a c io n e s  d e l  orden de 10” "^  M o 
su p e r i o r e s ,  s ien d o  l a s  D ic o t i l e  dôneas e s tu d ia d a s  (judia  
y to m a te ) ,  mâs s e n s i b l e s  a l  CMU que l a s  Gramineas. De 
e s t a s  û l t i m a s ,  l a  mâs s e n s i b l e  ha s id o  l a  cebada segu_i 
da d e l  malz, y l a s  mâs r é s i s t a n t e s  l a  avena y e l  t r ig o .  
Pa ra  c o n c e n t r a c io n e s  de CMU s u p e r io r e s  a 10” ^ M , y a 
e x i s t e  e x p re s iô n  c l a r a  de l e t a l i d a d  en to d as  l a s  espe­
c i e s  v e g e t a l e s  e s tu d ia d a s ,  s iendo  v a r i a b l e  e l  tiempo de 
s u p e rv iv e n c ia  de cada una de a l l a s .
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En e l  caso del tratamiento agudo (durante una œ  
mana), se puede observar claramente un efec to  detox ify  
cante y estim ulante en la s  plantas de tr igo  y judla pa 
ra la  concentraciôn de 10“  ^ M. Para la s  otras espec ies  
v eg e ta les  ensayadas, se observa un e fec to  detox if ican -  
t e , pero no estim ulante, para concentraciones de CMU 
del orden de 10”  ^ M con retraso  en la  apariciôn de sin  
torna8 de marchitamiento.
Las p lantas, en ambos casos, adquieren un desa-  
r r o l lo  s im ilar  o ligeramente superior a l  t e s t ig o ,  con 
un numéro parecido de hojas.
Para concentraciones del orden de 10”  ^ M, se ob 
serva un retraso ,  tanto de la  apariciôn de sintomas de 
marchitamiento como en la  expresiôn de la  le ta l id a d  pa 
ra todas la s  esp ec ie s  tratadas, siendo mas m anifiesta  
la  d e to x if ica c iô n  en plantas de cebada, tr igo y judia, 
en la s  que e l  numéro de hojas a l  f in a l  de la  experien-  
c ia  es muy s im ilar  a l  de l a s  plantas t e s t ig o .
Este mismo e fec to  se observa para todas la s  Gra 
mlneas cuando se u t i l i z a n  concentraciones de CMU del -  
orden de 10”  ^ M, mientras que en la s  Dicotiledoneas  
(judla y tomate), lo s  sintomas f i t o t ô x ic o s  son irrever  
s ib l e s .  Sin embargo, para esta  concentraciôn de CMU, las 
Gramineas no l legan  a su fr ir  una d e to x if ica c iô n  cotnpl_e 
ta y, tanto e l  crecimiento general como e l  numéro de 
hojas, son menores en comparaciôn con la s  plantas sin  
tratar.
Para concentraciones de CMU mayores a 10  ^ M no 
se observa recuperaciôn en ningûn caso.
En resumen, podemos considerar que tras e l  tra­
tamiento agudo, durante una semana, con d iferen tes  con 
centraciones de CMU, se observa una d e tox if icac iôn  va­
r ia b le  segûn la s  e sp ec ie s  ensayadas, mâs acusada en las
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Gramineas y que se hace mâs m a n i f i e s t a  p a ra  a q u e l l a s  
c o n c e n t r a c io n e s  de CMU en que l o s  s in to m as  f i t o t ô x i c o s ,  
por t r a t a m ie n to  c rô n ic o ,  se comenzaban a h a c e r  claram%  
t e  é v id e n te s  (10” ^ M y 10” ^ M), a lc a n z â n d o s e ,  en e l  ca 
S O  de l a s  Gram ineas, un d e s a r r o l l o  c a s i  norm al.
P a ra  c o n c e n t r a c io n e s  de CMU d e l  orden de 10 ^ M, 
l a  d e t o x i f i c a c i ô n  e x i s t e ,  pero  l a s  p l â n t u l a s  e s t â n  tan  
daûadas ,  que t a n t o  e l  d e s a r r o l l o  g e n e r a l  como e l  numé­
ro  de h o j a s ,  son i n f e r i o r e s  a l  norm al,  e i n c lu s o  en ju  
d la  y tom ate ,  e l  e f e c t o  f i t o t ô x i c o  p roduc ido  ya e s  
i r r e v e r s i b l e .  E s ta  c o n c e n t ra c iô n  p o d r la  c o n s i d e r a r s e ] a  
l i m i t e  por encima de l a  c u a l ,  ya no e s  p o s ib le  una de­
t o x i f i c a c i ô n  en n inguna de l a s  p l a n t a s  t r a t a d a s .
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4 .2 .  EFECTO DEL CMU SOBRE LA ABSORCION RADICULAR.
De l a  o b se rv ac lô n  de los r e s u l t a d o s  que se expr_e 
san en l a s  T a b la s  XXII y XXIII, se puede deducir que e l  
monuiôn se ab so rb e  f â c i l o e n t e ,  por v i a  r a d i c u l a r ,  en 
to d a s  l a s  e s p e c i e s  v e g e t a l e s  e n say ad as .
La velocidad de a b s o rc iô n  d e l  h e r b i c id a  se carac. 
t e r i z a  por una f a s e  i n i c i a l  r â p id a  s eg u id a  de o t r a  len  
t a  h a s t a  a l c a n z a r  un punto, c a r a c t e r i s t i c o  p a ra  cada es 
p e c ie  v e g e t a l  y p a ra  cada c o n c e n t r a c iô n  de CMU, en que 
l a  v e lo c id a d  de a b s o rc iô n  t i e n d e  a ce ro  (Smith y Shee ts ,  
1967).
Como ya o b se rva ron  G a rc ia  (1972) y Sancho (1975), 
t r a b a ja n d o  en p l a n t a s  de j u d l a  y cebada , no se puede 
e s t a b l e c e r  una p ro p o rc io n a l id a d  d i r e c t a  e n t r e  l a  con­
c e n t r a c iô n  de CMU a lc a n z ad a  en l a s  h o ja s  y l a  que e x is  
t l a  i n l c i a lm e n te  en l a  s o lu c iô n  n u t r i t i v a ,  s ie n d o  ta n ­
to  mayor l a  a b s o rc iô n  r e l a t i v a  cuan to  menor e s  l a  con­
c e n t r a c iô n  i n i c i a l  d e l  h e r b i c i d a .
Se cooprueba también (T ab la  XXIV), que p a ra  igua 
l e s  c o n c e n t r a c io n e s  de CMU en l a  s o lu c iô n  n u t r i t i v a ,  -  
e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  a p r e c i a b l e s  de c o n c e n t ra c iô n  de 
b i c i d a  en l a s  h o ja s  de l a s  d i v e r s a s  e s p e c ie s  v e g e ta le s ,  
t a n t o  a l a s  24 h o ra s  como a l a  semana de t r a t a m ie n to  , 
d i f e r e n c i a s  que son mâs ac u sa d a s  cuan to  menor e s  la con 
c e n t r a c iô n  i n i c i a l  de CMU, s ie n d o  a l a s  24 h o ra s  de t r a
ta m ie n to  d e l  orden de unas 10 veces  pa ra  l a  j u d i a ,  20
p a ra  e l  tom ate ,  25 pa ra  l a  cebada , 30 p a ra  e l  malz, 40
para  l a  avena y 54 para  e l  t r i g o .
Al aum entar l a  c o n c e n t r a c iô n  de CMU en l a  s o lu ­
c iô n  n u t r i t i v a ,  l a  d i f e r e n c i a  de c o n c e n t r a c iô n  en l a s  
h o j a s  de l a s  d i v e r s a s  e s p e c i e s  v e g e t a l e s  t r a t a d a s  se 
hace menor, hecho que p o d r la  e x p l i c a r s e  por l a  d i f e r e n
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te  c a p ac ld ad  rae tab ô l lca  de cada una de l a s  e s p e c i e s  ve^  
g e t a l e s  en sa y a d a s ,  l o  que a su vez ,  e x p l i c a r l a  l a  d ife ,  
r e n t e  s e n s i b i l i d a d  de l a s  e s p e c ie s  v e g e t a l e s  a l  e f e c t o  
f i t o t ô x i c o  de e s t e  h e r b i c id a  (S teck ô ,  1 9 7 0 .
De l a  p r e s e n t s  d i s c u s iô n  y como puede o b s e rv a r ­
se de l o s  r e s u l t a d o s  o b te n id o s  en l a s  t a b l a s  a n t e s  men 
c io n a d a s  y en l a s  f i g u r a s  c o r r e s p o n d ie n te s ,  l a  v e l o c i ­
dad de a b s o rc iô n  disminuye a l  aumentar l a  concentraciôn 
de CIUJ en l a  s o lu c iô n  y a l  aum entar l a  d u ra c iô n  de l a  
e x p e r i e n c i a .  E s te  hecho c o n f i r m a r la  l a  h i p ô t e s i s  de los 
a u t o r e s  a r r i b a  cenc ionados  sobre  l a  e x i s t e n c i a  de un 
t r a n s p o r t e  a c t i v o  p a ra  l a  in c o rp o ra c iô n  d e l  CMU a  l a s  
r a l c e s .  E s te  t r a n s p o r t e  a c t i v o  e s t a r l a  In h ib id o  a con­
c e n t r a c io n e s  e le v a d a s  de CMU a causa  d e l  mecanisao de 
a cc iô n  de e s t e  h e r b i c i d a .  Como ya comentamos en e l  pun 
to  1 .3 .4 ,  e l  CMÜ a f e c t a  de modo ad v e rso  a  l o s  n i v e l e s  
de p ro d u ce iôn de h i d r a t o s  de carbono en l a s  p l a n t a s  -  
(Cooke, 1955), y en l a s  a l g a s  m arinas  (Walsch y Grow, 
1971 ) ,  l l e g a n d o  in c lu s o  a p ro d u c ir  i n h i b i c i o n e s  supe— 
r i o r e s  a l  60 % en l a s  e s p e c ie s  mâs s u s c e p t i b l e s .  Dismi 
nuye, por t a n t o ,  e l  c o n ten id o  e n e r g é t i c o  n e c e s a r io  pa­
r a  to d o s  a q u e l lo s  p ro ceso s  que r e q u ie r e n  e n e rg ia  meta- 
b ô l i c a .  E s te  e s  e l  caso de l a  a b s o rc iô n  a c t i v a ,  y por 
t a n t o ,  cabe pen sa r  que una d ism inuc iôn  d e l  co n te n id o  en 
h i d r a t o s  de carbono haga d i s m in u i r  o s te n s ib le ra e n te  e 
i n c lu s o  an u le  e l  t r a n s p o r t e  a c t i v o .  O bservac lôn  que es  
tâ  de acuerdo  con l o s  t r a b a j o s  de Mins h a l l  ( I 96O).
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4 .3 .  EFECTO DEL CMU SOBRE LA FOTOSINTESIS.
4 .3 . 1. En ho.las de planta compléta.
La aslm llaciôn  de COg es muy sen sib le  a la  pre- 
sencia de CMU, segûn comprobaron desde hace ya dos dé- 
cadas V/essels y Van Der Ween (1956), Minshall ( 1957), -  
Ashton y c o l .  (1961) y Davis (1966).
Trabajando con ^^ UOg en plântulas de cebada, San 
cbo ( 1975) observb que e x i s t i a  una inhibici&n graduai 
de la  fotocarboxilaci&n en funcibn de concentraciones 
crec ien te s  de CMU, siendo ês ta  compléta para concentra 
ciones de herbicida del orden de lO”  ^ M.
De lo s  resultados de nuestras experiencias,  ex- 
presados en la s  Tablas XXV y XXVI, puede observarse que 
e x is te  un efecto  anâlogo con d iferen c ia s  s ig n i f ic a t iv a s  
entre la s  diversas espec ies  v ege ta les  ensayadas.
Concentraciones de CMU del orden de 10”  ^ M, ab- 
sorbido radicularmente durante 24 h, producen una inhi  
blci&n de la  asimilacibn de COg en la s  plantas de ceba 
da, avena, tr ig o ,  judla y tomate que o sc i la  entre e l  
2 0 % y e l  1 3 % respecte a l  t e s t ig o  no tratado. En la s  
plantas de malz, la  inhiblci&n fue del 28%, diferencia 
que es s ig n i f  ic a t iv a  (P: 95%) con respecte a la s  de mâs 
esp ec ie s  tratadas.
Para concentraciones de CMU del orden de 10”  ^M, 
se observan amp lia s  d iferenc ias  de A.F. entre la s  diver 
sas e sp ec ies  vege ta les  estudiadas. Asl, mientras que en 
judla y tomate, la  A.F. r e la t iv a  es del orden del 60 % 
respecte  a l t e s t ig o  no tratado, en cebada y avena es 
aproximadamente del 50%, en tr ig o  del 38 % y en malz 
del 24 %. Al parecer, esta concentraciôn es una de la s  
mâs re levantes  en cuanto a la  objetivaciôn  de d iferen­
cias de sensibilidad al CMU entre las distlntas especies tratadas.
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Se puede observar que, para esta concentraciôn,
. las especies raenos sensibles son el tomate y la judla,
i no existiendo diferencia estadlsticamente significati-
I va entre ellas, mientras que si existe (P: 9 5 % ) con
las Gramineas.
Concentraciones de CMÜ del orden de 10” ^ M son, 
en general, muy t&xicas, y aunque las diferencias de 
A.F. relativa entre las especies vegetales no son muy 
elevadas, son estadlsticamente significatives(P: 99%) . 
Los valores encontrados oscilan entre aproximadamente 
un 18% para judla, un 16% para tomate, un 6% para - 
cebada y del 4 % al 3 % para malz, avena y trigo.
■ Para concentraciones de CMU del orden de 10” ^ M,
la A.F, queda completamente inhibida en todas las espe 
cies vegetales ensayadas, confirmando los resultados - 
obtenidos por Sancho (1975) .
ij Cuando e l  t r a t a m ie n to  se p ro longe  por espacio de
' una semana, se puede o b se rv a r  que para  l a s  p l a n t a s  que 
ban a b s o rb id o  ra d ic u la rm e n te  CMU a c o n c e n t r a c io n e s  d e l  
orden de 10“ ^ M, e l  v a lo r  mâs e levado  de A.F. c o r r e s ­
ponde a l  t r i g o  (75% ), segu ido  de l a  j u d l a  y avena 
; (aproximadamente e l  65%), s iendo  l a s  e s p e c ie s  mâs sen
s i b l e s  e l  malz ( 5 0 %)» e l  tomate (46 %) y l a  cebada 
(34% ). Las d i f e r e n c i a s  e n c o n t ra d a s  son s i g n i f i c a t i v a s  
(P: 99 %) para  l a  cebada , malz y tom ate ,  y s i g n i f i c a t i f  
vas  con una p r o b a b i l id a d  d e l  95 % p a ra  l a  avena.
; Si comparâmes estos resultados con los corres—
pondientes a la apariciôn de manifestaciones fitotôxi- 
! cas, observadas visualmente, comprobamos que es a esta
! concentraciôn cuando comienzan a objetivarse por trata
j  miento crônico. Al cabo de una semana, la A.F. de las
distintas plantas tratadas, se ha reducido aproximada­
mente a la mitad y équivale a una concentraciôn teôrica
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de herbicida en la  hoja de unos 5 x 10’’  ^ M para la s  
Gramineas, 2 ,5  x 10”  ^ M para la  judla y 2 ,5 x 10“  ^ H 
para e l  tomate (Tabla XXIII). Se observa también, que 
e l  e fec to  f i to tô x ic o  produc ido a es ta  concentraciôn de 
herbicida no es ir re v ers ib le ,  pues se puede conseguir 
la  d e to x if ica c iô n  progresiva de la s  plantas hasta reçu 
perar, a l  cabo de un mes, la s  condiciones normales de 
desarro llo .
Con concentraciones de CMU del orden de 10"  ^ M, 
se observa una notable disminuciôn de la  A.F. en la s  
hojas de la s  d iferen tes  esp ec ies  vege ta les  tratadas , 
mostrândose como mâs r é s is ta n te s  la  avena y e l  malz 
(10%) y mâs sen s ib le s  e l  tr ig o  (6%), cebada, judla y 
tomate (3%).
Si comparâmes es to s  datos con lo s  sintomas f i t £  
tôx icos observados, se comprueba que e x is te  correlaciôn 
para todas la s  esp ec ies  v eg e ta le s  estudiadas, lo  cual 
es  lô g ico ,  pues, a la s  24 horas de tratamiento, ya se 
ha alcanzado en la s  hojas una concentraciôn su f ic ien te  
de herbicida para que la  activ idad fo to s in té t ic a  de las  
mismas se haya reducido en un 50 % e incluso mâs, para 
e l  tr igo  y e l  malz. La concentraciôn teôrica  de CMU al 
canzada en la s  hojas es de 10”  ^ M o superior en todos 
l o s  casos estudiados, por lo  cual, cabrla pensar que 
pudiera ser êsta  la  concentraciôn necesaria para produ 
c i r  e fe c to s  l é t a l e s  en la  judla y e l  tomate, mientras 
que en la s  Gramineas, es  posible todavia una d e to x i f i ­
caciôn objetivamente observable aunque inconpleta.
El hecho de que, para esta  concentraciôn de CMU 
en soluciôn n u tr it iv a ,  ex is ta  una d iferenc ia  menor de 
concentraciôn teôrica  de herbicida en la s  hojas de la s  
d iferen tes  esp ec ies  v eg e ta les  que la  que e x is te  cuando 
l a  concentraciôn es del orden de 10“7 M, e s ta r la  de 
acuerdo con la  h ip ô te s is ,  ya mencionada, de la existencia
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de un t r a n s p o r t e  a c t i v o  que se i n h i b i r l a  p a ra  concen­
t r a c i o n e s  e le v a d a s  de CMU a cau sa  d e l  raecanismo de a c ­
c iôn  de e s t e  h e r b i c i d a .
Las p l a n t a s  que se han mantenido con c o n c e n t r a ­
c io n e s  de CMU d e l  orden de lO” ^ M y 10” ^ M no s o b r e v i -  
ven, en l a  mayo r l a  de l o s  c a s o s ,  a l a  semana de t r a t a ­
m ien to , y en a q u e l l a s  p l a n t a s  en que no se ha observado 
e x p re s iô n  de l e t a l i d a d ,  l a  A .F. de sus h o ja s  se puede 
c o n s id e r a r  c a s i  n u la  y e s t a  en e l  l i m i t e  de d e te c c iô n .  
E s to  se debe a  que l a s  c o n c e n t r a c io n e s  t e ô r i c a s  a l c a n -  
zadas  en l a s  h o j a s  r e s p e c t i v a s  son d e l  orden  de 10” ^ M 
en cebada , avena , t r i g o ,  j u d i a  y tomate y de 1 ,54  xICT^ 
M en m alz . Como puede o b s e r v a r s e ,  l o s  v a l o r e s  de concen 
t r a c i ô n  t e ô r i c a  de h e r b i c i d a  e n c o n tra d o s  en l a s  h o ja s  
de l a s  d i f e r e n t e s  e s p e c i e s  t r a t a d a s ,  cada vez son mâs 
p rô x ia o s .
C o n c e n tra c io n es  d e l  orden de 10” ^ M en l a  s o lu ­
c iô n  n u t r i t i v a ,  a lc a n z a n  y a ,  desde l a s  24 h de t r a t a ­
m ien to , c o n c e n t r a c io n e s  en l a  h o ja  p rô x in a s  o s u p e r io ­
r e s  a K 
p l a n t a s .
Î0~^ M que producen e f e c t o s  l é t a l e s  en to d a s  l a s
Como resumen, podemos d e c i r  que se obse rva  una 
co n c o rd a n c ia ,  en func iôn  d e l  t r a t a m ie n to ,  e n t r e  l a  apa 
r i c i ô n  de s in to m as  f i t o t ô x i c o s  y l a  i n h i b i c i ô n  de l a  
f o t o c a r b o x i l a c iô n  en p l a n t a s  de l a s  d i v e r s a s  e s p e c i e s ,  
so m etidas  a l  mismo t r a t a m i e n t o .
Las d i f e r e n c i a s  e n t r e  e s p e c i e s  son mâs a p r e c i a ­
b le s ,  por t r a t a m ie n to  agudo para  c o n c e n t r a c io n e s  deCMÜ 
en l a  s o lu c iô n  n u t r i t i v a  d e l  orden de 10“ ^ M, y por t r a  
tam ien to  c rô n ic o ,  pa ra  c o n c e n t r a c io n e s  en l a  s o lu c iô n  
d e l  orden de 10"^ M.
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Como ya hetnos coraentado en d iverses  apartados, 
e l  hecho de que unas plantas sean mas sen s ib le s  que 
otras a e s t e  herblclda y que para anâlogos tratao len -  
to s ,  la s  c oneentraclones alcanzadas en hojas de d lf e -  
rentes  esp ec ie s  sean d ls t ln ta s ,  a s i  como su A.F,, pue- 
de deberse a la  varlab llldad  metabôllca Inherente a 
cada esp ec le  vegeta l tratada.
if.3 .2 .  En c lo ro p la s to s  a ls lados  de h ojas .
Los resu ltados  obtenldos a l  tratar fragmentos 
de c lo ro p la sto s  a ls la d o s  de hojas de d lferentes  espe­
c i e s  v eg e ta le s  con d iverses  concentrée lones de CMU , 
expresados en la  Tabla XLI, muestran una acciôn inhibj^ 
tor la  graduai de la  reaccl&n de H l l l ,  que es funcicn de 
la  concentracion de herblclda y d lferente  segûn la  es­
pecle vegeta l conslderada.
Se puede observer que, para todas la s  especies  
tratadas, la  capacldad fotorreductora de lo s  cloropLas 
tos  es  sen s ib le  a concentraclones de CMU del orden de 
10”  ^ M con una respuesta Inhlbidora conprendlda entre 
e l  10% y e l  15%» exlstlendo una d lferenc la  s i g n i f i -  
ca t lva  (P = 99 %) entre lo s  c lorop lastos  de judia, que 
son lo s  mas r e s l s t e n te s  para esta  concentracibn, y los  
de tr lg o  y tomate, que son lo s  mas sen s ib le s .
Al aumentar la  concentracibn de Inhlbldor, d is  
mlnuye la  capacldad reductora de lo s  cloroplastos y asl, 
para concentraclones del orden de 10”  ^ M, se observa  
una dlsralnucibn que o sc l la  entre aproxlaadarnente un 
26 % para e l  tomate, un 20 % para avena y tr igo ,un  14% 
para malz y judia y un 11 % para cebada, con una d ife  
rencia  s ig n i f I c a t lv a  (P = 99 %) entre la  cebada y la  
avena, tr lg o  y tomate.
— 2 0 8  —
Cuando se u t l l i z a n  c o n c e n t r a c lo n e s  de C W  d e l  
orden de 10” ^ M, l a  cap ac ld ad  r e d u c to r a  de l o s  c l o r o ­
p l a s t o s ,  d lsm lnuye n o t a b l e a e n t e ,  e n co n trân d o se  que , pa 
r a  j u d i a  y to m ate ,  e s t a  e s  l a  c o n c e n t r a c ib n  que produ­
ce e l  P I5 0 » d a to  que concuerda  con l o s  e n c o n tra d o s  por 
Ÿ/essels y Van Der Veen (1 9 5 6 ) ,  B ishop  (1958) ,  G ln g ra s  
y c o l .  ( 1953 ) ,  G ln g ra s  y Lemasson (1 9 6 5 ) ,  G a r c ia (1972) 
y Sancho (1975) .
P a ra  avena  y malz, l a  I n h l b l c l ô n  ha s ld o  de apro 
xlmadamente e l  40%, p a ra  t r l g o  d e l  33 % y p a ra  cebada, 
que se  m uestra  como mâs r é s i s t a n t e ,  d e l  27%, e x l s t l e n  
do una d l f e r e n c l a  s i g n i f i c a t i v e  (P = 99 %) e n t r e  l o s  
v a l o r e s  e n c o n tra d o s  pa ra  e s t a  e s p e c le  y l o s  c o r re sp o n  
d i e n t e s  a avena , malz, j u d i a  y tom ate ,
C o n c e n tra c lo n es  de CMU d e l  orden de lO” ^ M, p r^  
ducen I n h lb l c lb n  s u p e r io r  a l  5 0 % en to d o s  l o s  c l o r o ­
p l a s t o s  t r a t a d o s .  Como se ha observado  a l o  l a r g o  de 
toda  l a  e x p e r l e n c l a ,  l o s  c l o r o p l a s t o s  de cebada y jud ia  
son l o s  mâs r e s l s t e n t e s ,  m le n t r a s  que l o s  de tomate son 
l o s  mâs s e n s i b l e s ,  s lendo  in te r m e d lo s ,  y de un orden -  
p a re c ld o ,  l o s  de avena , t r l g o  y m alz . La d l f e r e n c l a  en 
c o n t ra d a  e n t r e  l a  I n h l b l c lb n  de l a  ca p a c ld ad  f o t o r r e — 
d u c to ra  de l o s  c l o r o p l a s t o s  de cebada  y l o s  de l a s  de­
mis e s p e c i e s  e s tu d l a d a s  ha s ld o  s l g n l f I c a t l v a  (P = 99%).
C o n c e n tra c lo n es  de CMU d e l  orden de lO” ^ M, pro, 
ducen una I n h lb l c lb n  de l a  c a p a c ld ad  f o t o r r e d u c t o r a  de 
l o s  c l o r o p l a s t o s  de j u d i a  de aproxlmadamente e l  89% , 
en l o s  de cebada , avena y t r l g o  de un 94 % y e s  supe— 
r l o r  a l  96 % p a ra  l o s  de malz y to m a te .  P a ra  e s t a  con­
c e n t r a c ib n  se puede c o n s ld e r a r  que l a  I n h l b l c l b n  es  ca 
s i  com plé ta ,  e x l s t l e n d o  una d l f e r e n c l a  s i g n i f i c a t i v e  
(P = 99%) e n t r e  l a  produc Id a  en c l o r o p l a s t o s  de ju d ia  
y en l o s  de l a s  demis e s p e c i e s  e s t u d l a d a s .
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Se ha encontrado una correlaciôn  entre la  a c t i -  
vidad fotorreductora (Afr) de cada una de la s  espec ies  
v eg e ta le s  estudladas y la  concentracibn de CMU (Tabla 
X L I I ) .
Esta correlaclbn es  l in e a l  y s a t l s fa c e  a la  ecua 
clbn de la  recta:
H = A B lo g io  C
para concentraclones de CMU> 10”  ^ M, excepto en e l  ca- 
so de la  cebada que lo  es para concentraclones de CMU 
> 10  ^ M; mlentras que, para concentraclones de CMU 
<J0"7 H, con la  excepclbn ya menclonada de la  cebada, 
que es la  especle  que se ha mostrado s lgn if ica tiva iien  
te mâs r e s ls t e n te  (P = 99%)* Para la  mayoria de la s  
concentraclones estudladas, la  correlaclbn e x is te n te  
s a t l s fa c e  a la  ecuaclbn de la  hlpérbola:
H -  l o g i o  C + D
E l o g i o  C
en la  que:
H = Capacldad fotorreductora
C = Concentracibn de CHU
A y B = Constantes de la  recta
D y E = Constantes de la  hlpérbola
SI cooparamos lo s  resultados obtenldos con lo s  
publlcados por lo s  autores antes mèneionados, se puede 
observer que, en general, e l  PI50 se ha calculado d l-  
rectamente a partir  de la  concentracibn de Inhlbldor  
anadlda a la  mezcla de reacclbn, lo  que no prueba cuâl 
e s  la  concentracibn real de herblclda en e l  In ter ior
del c loroplasto  capaz de actuar en la  reaccibn de In-
h lb iclbn pues, una parte de este  herblclda p u e d e
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a s o c l a r s e  a compuestos que no i n t e r v i e n e n  en l a  r e a c ­
c lb n  fo to q u im lc a  y que, por l o  t a n to ,  no p a r t i e l pan en 
l a  r e s p u e s t a  I n h i b l t o r l a .
E l coap o r ta ra len to  de l o s  I n h lb ld o r e s  de l a  reac, 
c lb n  de H l l l ,  ha s ld o  eva luado  por Hansch (1969) por  
a n a l l s l s  de r e g r e s l b n  m u l t i p l e ,  Inc luyendo  en sus  ecu^  
c lo n e s  te rm in e s  r e l a t i v e s  a f a c t o r e s  o c o n s t a n t e s  e lec, 
t r b n l c o s ,  e s t é r i c o s ,  de p o la r ld a d  y de c o e f I c l e n t e  de 
p a r t i e I b n  y ha e s t a b l e c l d o  una r e l a c l b n  e n t r e  e l  PI ex 
p resado  en fu n c lb n  de l a  r e a c c lb n  de H l l l  y l o s  p a râae  
t r o s  f i s l c o - q u lm lc o s  de un de te rm lnado  grupo de h e r b i -  
c ld a s ,  l o  que p e rm lte  c o n s ld e r a r  a l a  r e a c c lb n  de H l l l  
como un s l s te m a  ” ln  v i t r o "  capaz  de I d e n t l f I c a r  l a  f l -  
t o to x l c l d a d  p o t e n c l a l  de un grupo de p ro d u c to s  qulnâcos 
e in d lc a  l a  s e n s l b l l l d a d  que p o d r la  e s p e r a r s e  s i  l a  m_o 
l é c u l a  de h e r b l c l d a  a lc a n z a s e  l o s  c l o r o p l a s t o s  s l n  su -  
f r l r  n lnguna a l t e r a c l b n  p r e v la .  S ln  embargo, " In  v iv o " ,  
e x i s t e n  muchos f a c t o r e s  que pueden Im pedlr  que l a  a o l£  
c u la  o r i g i n a l  d e l  h e r b l c ld a  a lc a n c e  l o s  c l o r o p l a s t o s ,  
como son: comportam lento  y d l s p o n l b l l l d a d  d e l  Inh lb ldor 
en e l  s u e lo ,  a b s o rc lb n  r a d i c u l a r ,  t r a s l o c a c l b n  en l a  
p l a n t a ,  b lo t r a n s fo rm a c lb n  con p o s l b l l l d a d  de d a r  l u g a r  
a  m e ta b o l i t e s  mâs tb x lc o s  que e l  produc to  de o r ig e n  y 
s e n s l b l l l d a d  e s p e c i f l c a  In h e re n te  a cada e s p e c le  vege­
t a l  y que G arc ia  (1972) e x p re sa  como r e l a c l b n  CMU-cloro 
f i l a  n e c e s a r l a  pa ra  p ro d u c I r  e l  P I50  cada e s p e c le  -  
c o n s ld e ra d a .
E s ta  s e n s l b l l l d a d  e s p e c i f l c a  no se  a a n l f l e s t a  ^  
l o  f r e n t e  a l o s  d l s t l n t o s  I n h l b ld o r e s ;  ya l o s  c l o r o p l ^  
t o s  s l n  t r a t a r  m uestran  una AFr d l f e r e n t e .  Como puede 
o b s e rv a r s e  en l a s  T ab la s  XXXV (c e b a d a ) ,  XXXVI ( a v e n a ) , 
XXXVII ( t r l g o ) ,  XXXVIII (m a lz ) ,  XXXIX ( j u d i a )  y XL ( to  
m a te ) , l o s  v a l o r e s  de AFr de l o s  c l o r o p l a s t o s  s l n  t r a ­
t a r  de cada una de l a s  e s p e c ie s  v e g e t a l e s  menclonadas,
-  2 1 1  -
expresados en nmol 0^ (mg cloroflla"^ ) . nsln”  ^ son res-  
p ect lvaaente: 0,4264; 0,4249; 0,3781; 0,3153; 0,4132 y 
0,4835, va lores  que se han considerado como e l  100 % de 
respuesta,
Los c lorop lastos  de tomate que présenta una AFr 
mayor, son lo s  mâs se n s ib le s  a la  accibndel CMU, aien-  
tras que lo s  de cebada y avena, que tienen una AFr s i ­
milar, presentan una sen s lb ll ld a d  «uy d lferente ,  pro— 
pla de cada esp ec le ,  para e s te  Inhlbldor de la  reaclbn 
de H l l l .
De lo  dlcho anterlormente se cooprende la  d l f i -  
cultad que e x is te  para comparar lo s  resultados obtenl­
dos a l  d eter iinar  e l  e fec to  del CMU en la  A.F. de ho.; s^ 
de planta compléta en lo s  que intervienen todos los faç_ 
tores  aenclonados, con lo s  encontrados en la  reacclbn 
de H l l l .  Asi, mlentras que por absorclbn radicular, sa 
han mostrado mâs sen s ib le s  a l  CrIU la s  Dicotiledbneas, y 
la  cebada, en c lorop lastos  a ls la d o s ,  la  cebada y la  ju 
dla son la s  esp ec ie s  mâs r e s l s t e n te s .
Concentraclones de CMU del orden de 10”  ^ M, ab- 
sorbldas radicularmente durante 24 h, que corresponden 
a una concentracibn en la s  hojas de unos 10  ^ M a 
5 X 10"^ M, producen una Inhlblclbn en la  aslmllaclbn  
de CO  ^ en plantas de cebada, avena, tr lg o ,  judia y to ­
mate que o s c l la  entre e l  20% y e l  13 % con respecto al 
t e s t lg o  no tratado, y del 28 % en la s  de malz, mlentras 
que una concentracibn de ese orden en la  cube ta que cm 
t lene lo s  c lo ro p la sto s ,  en la  reacclbn de H l l l ,  produ­
ce aproxlmadamente e l  ^0 % de Inhlblclbn para la  mayo­
r ia  de la s  esp ec ies  tratadas, con excepclbn de la  ceba 
da que, como hemos coaentado, se muestra mâs r e s ls t e n ­
te .  Esto Indlca que del to t a l  de CMU que alcanza la  ho
ja , no todo es blolbglcamente act lvo  ni se une por Igual
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a l o s  c e n t r e s  a c t i v e s  e i n c l u s o ,  puede h a b e rse  b io tran p  
formado dando o r ig e n  a compuestos de d l f e r e n t e  to x ic  1- 
dad que p o d r lan  e x p l l c a r  l a s  d l f e r e n c l a s  de r e s l s t e n — 
c l a  o s e n s l b l l l d a d  e n c o n t r a d a s  pa ra  l a s  d l s t l n t a s  e sp g  
c l e s  en l o s  d l s t l n t o s  e s t u d l o s  r e a l l z a d o s .
A c o n c lu s lo n e s  a n a lo g a s  l l e g a r l a o o s  s i  compara- 
006  c o n c e n t r a c lo n e s  mayorss de CMU, d e l  orden de 10~^M, 
aunque en e s t e  c a s o ,  h a b r l a  que c o n s ld e r a r  tam blen, l a  
I n f l u e n c l a  de o t r o s  e f e c t o s  t b x l c o s  que e s t e  h e r b l c l d a  
produce sob re  l a  a b s o rc lb n  y e l  t r a n s p o r t e  actlvo que -  
t i e n e n  su o r ig e n  en e l  e f e c t o  produc ldo  sobre  e l  meta- 
bollsm o g l u e I d l e 0 y que ya se ha d l s c u t l d o  en e l  punto 
4 .2 .  E s te  e f e c t o  se  pone b ie n  de m a n l f l e s to  en l a s  Ta­
b l a s  LXXV y LXXVI, en que se cooparan l a  A.F. r e l a t l v a ,  
en p l a n t a  com plé ta ,  con l a  r e s p u e s t a  que se o b te n d r la  
en l a  Reacclbn de H l l l  s i  a l a  cube t a  de r e a c c lb n  se 
a û a d le r a  l a  c o n c e n t r a c ib n  de CMU que te b r lc a m e n te  se 
a lc a n z a  en l a s  h o j a s  de l a s  d i v e r s e s  e s p e c i e s  después  
de 24 h y 7 d l a s  de t r a t a m l e n t o .
Es n e c e s a r lo  s e d a l a r  una c a r a c t e r l s t l c a  de l o s  
i n h l b l d o r e s  de l a  r e a c c lb n  de H l l l ,  que e s  l a  r e v e r s l -  
b l l l d a d  de su a c c lb n ,  e s  d e c l r , que pueden s e r  e lu ld o s  
fâ c l lm e n te  de l o s  c l o r o p l a s t o s ,  con r e c u p e ra c lb n  de l a  
a c t l v l d a d  de H l l l ,  l o  que s u g le r e  que e s t e  In h lb ld o r  se 
une a l  c e n t r o  de r e a c c lb n  en e l  c l o r o p l a s t o  por  enlaces 
de h id rb g en o  (Hansch, 1969). E s te  hecho e x p l l c a r l a  l a  
d e t o x l f I c a c l b n  observada  en l a s  p l a n t a s  so m e tld as  a t ra  
tam len to  agudo d u ra n te  una semana, cuando l a  c o n c e n tra  
c lbn  de h e r b l c l d a  en l a  s o lu c lb n  n u t r i t i v e  e s  <10"^ M 
y que se ha d l s c u t l d o  en e l  punto  4 .1 .
En c o n c lu s lb n ,  podemos d e c l r  que e l  CMU e s  un In 
h lb ld o r  de l a  r e a c c lb n  de H l l l  y que a c tû a  i n t e r r u o — 
p lendo e l  t r a n s p o r t e  e l e c t r b n l c o ,  por lo  que Implde l a
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reducclôn del DPIP por e l  citocromo b o la  p lastoqu i-  
nona reduc Ida. La acciôn inhlbidora es funciôn de la  
concentréelôn de herblclda, quedando to ta loente  lnhlbl_ 
da para concentraclones en la  cubeta de reacclbn supe- 
r lo re s  a 10”  ^ M.
El e fec to  es  rev ers ib le ,  pudlendo recuperaræ la  
capacldad fotorreductora por eluclbn de lo s  c lorop las­
tos .
Es de senalar que e s te  aétodo proporclona un s is  
tema "In v itro"  s e n c l l lo  y u t i l ,  que permlte I d e n t l f1- 
car la  toxlcldad potenclal de un herblclda o grupo de 
herblcidas, e Indlca la  sen s lb ll ld a d  que podrla espe— 
rarse s i  la  ao lécula  or ig in a l  de herblclda alcanzase - 
lo s  c lo ro p la s to s .  Sln embargo, lo s  valores encontrados 
no pueden correlaclonarse estrechaaente con lo s  proper 
cionados por un aétodo "in vivo", dsbido a lo s  innuae- 
r able s factures que Impiden que la  molécula de herbici, 
da s ln  transformer alcance lo s  centres a c t iv e s  del cio  
rop lasto .
4 . 3 .3 . En C h lo re l la .
Desde que en e l  ano 1919, «Varburg introdujo e l  
alga u nlce lu lar  Chlorella en sus estudlos  sobre fo to— 
s l n t e s i s ,  son numerosos lo s  autores que han u t l l iz a d o  
este  organisme en sus trabajos de Investlgaclbn. En lo  
que respecta a aspectos concretes de su u t i l iz a c ib n  c£ 
mo bloensayo, cabe destacar lo s  trabajos reallzados por 
Glngras (1966) , Addlson y Bardsley (1968), Kratky y 
Warren (1971 a, b), Sargent y Taylor (1972), Stuart y 
GaAon (1972 a, b) y Chenlae y Martin (1973), aunque,en 
realidad, estân enfocados prlnclpalmente a la  d etera i-  
naclbn de residues de herblcidas en suelos per0 no en 
te j ld o s  v eg e ta les .
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En nuestro trabajo, hemos tratado una suspeneiCn 
de Chlorella  pyrenoldosa con d iversas concentraclonesde  
CMU, observando que se produce una Inhlblclbn graduai 
de su actlv ldad f o t o s ln té t lc a  que, como puede observar 
se en la  Tabla XLIII, es funclbn de la  concentracibn de 
herblclda.
Concentraclones de CMU del orden de 10” ^^  M pr£ 
ducen una Inhlblclbn del desprendimlento neto de Og por 
la  suspenslbn de a lgas de alrededor del 5 %» lo  que nos 
Induce a declr que e l  método polarogréfleo , u tl l lzan d o  
C hlorella , es  mâs sen s ib le  que e l  de l a  reacclbn de HUl, 
que emplea c lorop lastos  a ls la d o s  de hojas de plantas -  
tratadas.
Concentraclones de CMU del orden de 10”  ^ M pro- 
ducon una Inhlblclbn del desprendimlento de 0^ de un 
25 % .
Al Ir aumentando la  concentracibn de herblclda,  
la A.F. del alga Chlorella  dlsmlnuye, hasta l le g a r  a 
un 9 % para concentraclones de CMU del orden de 10~^M.
Cuando la  concentracibn de CMU es del orden de 
10“  ^ M, se puede conslderar que e l  desprendimlento ne 
to de Og es  prâctlcamente nulo.
Se ha encontrado una correlaclbn entre la  A.F. 
del alga Chlorella y la  concentracibn de CMU que satls  
face a la  s lgu len te  ecuaclbn de la  recta:
A.F. = A + B lo g jo  C
en la  que :
A.F. = Actlvldad fo to s ln té t lc a
C = Concentracibn de herblclda
A y B = Constantes de la  recta  que, en nuestro
caso, adquleren lo s  va lores  de -84,4746
y -17,93 respectlvamente.
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Es d t f l c i l  e s tab lecer  una cooparacibn entre los 
resultados encontrados por nosotros y lo s  de la  b lb llo  
graf la  por la  d iv e rs !f ic a c lb n  de lo s  métodos anal1t ico s  
u t l l lz a d o s ,  a s l  como por la s  d lferen tes  procedencla y 
cepa de la s  a lgas, contenldo en C lo ro f lia  y condlclonæ 
de cu lt lv o ,  luz y temperatura empleadas en cada ensayo,
SI reallzamos un estudlo  analbglco, podemos ob­
servar que Geoghegan (1957) y Maloney (1958), u t l l iz a n  
do un método turbldlm étrlco, encontraron que concentra 
clones de CMU del orden de 2 ,5  x  10"^ M Inhlblan el cre, 
clmlento normal de 33 e sp ec ie s  d lferen tes  de algas, des 
pués de permanecer durante 1 semana con este  herblclda. 
Addlson y Bardsley (1968), por e l  mlsmo método, a n a il -  
zaron reslduos de dlurbn y atrazlna en e x t r a d o s  de sue. 
l o s  y lo  conpararon con e l  método del crecimlento de la 
avena, demcstrando su u t l l id a d  en cuanto a que permlte 
detectar pequenas concentraclones tbxicas, desde el pun 
to de v l s ta  b lo lbgico  de e s to s  herblcidas.
Chenlae y Martin (1973), trabajando con Chlore­
l l a  vu lgar is  s ln  tratar con Inhlbldor y u tl l lzand o  un 
método polarogrâfle0 , han encontrado unos valores  de -  
desprendimlento de 0^ fo to s ln té t l c o  de 15,9 "moles de 
O2/mg C loroflla /m ln , que son bastante prbxlaos a lo s  
nuestros, que corresponden a 2 2 ,2  nmoles de O /^mg Clo- 
ro f lla /m in .
En l o s  t r a b a j o s  de G ln g ra s  (1966) ,  que emplea -  
tamblén un método p o l a r o g r â f I c o ,  se o b t i e n s  e l  P I 50 de 
l a  A.F.  de una su sp e n s lb n  de C h l o r e l l a ,  a a n t e n l d a s  a 
20°C pa ra  c o n c e n t r a c l o n e s  de CMU de 3 x 10” ^ M, que sen 
tamblén de l  mlsmo orden que l a s  e n c o n t r a d a s  por noso­
t r o s .
Con respecto a la  actlv ldad  re sp lra tor la  en la  
oscuridad, se observa en la  Tabla XLIII que la  depen—
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denela  de la  concentracibn no es tan fuerte como en e l  
caeo de la  f o t o s ln t e s l s ,  a s l ,  e l  e fec to  tbxlco eopleza  
a observarse a partir  de 10“  ^ M de CMU y dlsmlnuye de 
forma graduai, pero no tan marcada como para la  A ,F,,  
alcanzândose e l  PI^Q para concentraclones de herblclda  
de 10”  ^ M, concentraàlbn para la  cual l a  respuesta fo­
to s ln té t lc a  es  despreclabié.
El hecho de que l o s  e fe c to s  del CMU sean mucho 
mâs œarcados sobre e l  desprendimlento de Og a la  lu z ,  
que sobre la  resplraclbn en l a  oscuridad, nos ha pérm.1 
tldo se lecc lonar  la  respuesta fo t o s ln té t lc a  de Chlore­
l l a  como base para e l  desarro llo  de nuestro bloensayo.
SI se compara e l  e fec to  Inhlbldor del CMU sobre 
la  A.F. de algas con e l  correspondlente obtenldo con cio, 
rop lastos  a ls la d o s  de la s  hojas de la s  esp ec ie s  estu— 
dladas (Tabla LXXVII), se observa que la  Chlorella es  
bastante mâs sen s ib le  que lo s  c lorop lastos  a ls lados, ya 
que se manlflesta una c le r ta  sen s lb ll ld a d  para concen­
traclones de CMU del orden de 10“ 0^ M y es  slgnlflcatjL  
vamente marcada para concentraclones de herblclda de 10"9 
M, slendo la  Inhlblclbn producIda en la  A.F. superior  
a l  90 % para concentraclones de herblclda de M.
En c lorop lastos  a ls la d o s  de hojas de la s  diver­
ses  esp ec ie s  tratadas, la  sen s lb ll ld a d  a l  CMU comlenza 
a notarse de forma marcada para concentraclones 100 v£ 
ces mayore6 ( 10"7 M). A concentraclones de CMU de 10"5 
M, la reducclôn en la  A.F. osclla entre e l  60% y e l  70%.
En resumen, podemos declr que, el método polaro­
grâf Ico u tl l lzand o  Chlorella  como organisme de bloensa 
yo, es  û t l l  y sen s ib le  para detectar pequenas concentra 
clones tbxicas de herblclda, slendo su sen s lb ll ldad  ma 
yor que la  del que u t l l l z a  c lorop lastos  a ls la d o s  y mâs 
r e a l l s t l c o  en cuanto a que détermina "In v iv o "  lo s  -  
e fec to s  tbxlcos de lo s  Inhlbldores.
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4 .4 .  EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE HOJAS DE PLANTAS TRA­
TADAS CON CMU SOBRE LA FOTOSINTESIS DEL ALGA 
CHLORELLA PYRENOIDOSA.
4 . 4 . 1 .  Curvas de c a l l b r a d o .
Al comparar l o s  r e s u l t a d o s  d e l  e f e c t o  d e l  CMU 
sobre  una su sp e n s lb n  de C h l o r e l l a  (T a b la  X L I I I ) ,  con 
l o s  c o r r e s p o n d ie n te s  a l a  s u sp e n s lb n  de C h l o r e l l a  con 
e x t r a c t o s  de l a s  d i v e r s e s  p l a n t a s  e s t u d l a d a s  (T a b la s  
XLIV, LXV, XLVI, XLVII, XLVIII y XLIX), se ob se rv a  que 
l a  A.F. de l a  C h l o r e l l a  e s  d l f e r e n t e  dependlendo  d e l  
e f e c to  que produce e l  e x t r a c t o  de cada una de l a s  espei 
d e s  v e g e t a l e s  sob re  l a  A.F. de e s t e  organ ism e.
E s t a s  d l f e r e n c l a s  se r e f i e j a n  en l a  T ab la  LXXVUI 
en la  que se han resum ido l o s  r e s u l t a d o s  de l a s  T ab la s  
a r r i b a  menclonadas.
Debldo a que l o s  e x t r a c t o s  de l a s  h o ja s  de l a s  
d l f e r e n t e s  e s p e c i e s  poseen una c o lo r a c lb n  d l s t l n t a  por 
su d l f e r e n t e  c o n ten ld o  en c l o r o f l i a ,  l a  D.O. r é s u l t a n ­
t e  en l a  su sp en s io n  de C h l o r e l l a  e s  mayor que cuando no 
hay e x t r a c t o  de p l a n t a  an a d ld o .  Ademâs, como fâ c l lm e n ­
t e  se puede comprender, l a  c o n c e n t r a c ib n  d e l  e x t r a c t o  
de h o ja  ha de s e r  grande con e l  f i n  de poder d e t e c t a r  
e l  CMU.
Dado que en l a  d e te rm ln a c lb n  de l a  A.F. de Chlo 
r e l i a  p y ren o ld o sa  por e l  método d e l  e l e c t r o d o  de 02 , 1a 
l lu m ln a c lb n  de l a s  C h l o r e l l a s  en l a  c u b e ta  de r e a c c lb n  
v lene  a f e c t a d a  por l a  c o lo r a c lb n  d e l  e x t r a c t o ,  l a  l l u ­
mlnaclbn que r e c lb e n  l a s  C h l o r e l l a s  de l a  su sp en s lb n  es 
menor que cuando no t i e n e n  e x t r a c t o  y , por ese  motlvo, 
e l  d e sp re n d im le n to  n e to  de Og e s  menor.
-  2 2 1  -
<u o  -H
•r^
t 3  o  Cî -*-> 0) O )h ns p. P 
CD -»->
a> X "U <D
P 0 
X ) 10
0  o  U) t3
1  go  m
(0 o  
<0
co <D 
ü  %) 
C
o  CO 
ü  <ü c
(0 o  (C
W CO p ü 
(V 0) 

















-  2 2 2  -
Los ex tractos  se han obtenldo a p artir  del mls- 
ao peso de hoja de partida, por lo  que, lo s  d lferen tes  
extractos  r é su lta n te s  tienen d lferente  concentracibn en 
c lo r o f l ia ,  y e l  grado de atenuaclbn lumlnosa que produ 
cen, tamblén es d lferente  y, por tanto, tamblén lo  se ­
ra la  respuesta fo t o s ln té t l c a .
Este e fec to  se r e f i e j a  claramente en la s  Tablas 
XLIII, XLIV, XLV, XLVI, XLVII, XLVIII y XLIX en la s  que 
puede observarse que la  A.F. de la s  a lgas vlene a fecta  
da cuantltativasiente de modo d iverse  para cada una de 
la s  plantas.
Asl, para Chlorella  so la ,  se ha estandarizado }a 
respuesta, sln  Inhlbldor, para un desprendimlento neto  
de Og correspondlente a 0 ,37-6  i»aol 02 .nin'"  ^ (n? c lor£  
fila)"^ y lo s  va lores  encontrados al anailr  e l  eirtrac- 
to de la s  d lferen tes  plantas son respactivanente de : 
0 , 29L para la  cebada, 0,331 para la  avena, 0,351 para 
e l  tr lg o ,  0,236 para e l  mais, 0,330 para la  judia ' y 
0,312 para e l  tomate. Las d lfere n c la s  observadas entre 
la  A.F. r e la t lv a  de la s  a lgas s ln  extracto  y con extrac, 
to de la s  d lferen tes  plantas han sldo es ta d is t ica a en te  
s ig n i f I c a t lv a s ,  con una probabllldad del 93 para la  
avena y e l  tr lg o  y con una probabllldad del 99 % para 
la  cebada, malz y tomate. Con respecto  a la  judia, no 
se hai encontrado d lferen c la s  e s ta d is t ica a e n te  s i g n i f i ­
ca t iv e s .
La correlaclbn ex is ta n te  entre la  capacldad fo­
to s ln té t lc a  de Chlorella  pyrenoldosa y la  concentracibn 
de CMU anadlda a extractos de hojas de la s  d iversas e£ 
pecies v eg e ta les  (Tabla L) s a t l s fa c e  a la  ecuaclbn de 
la  récta:
A.F. = A + 3 log  10 C 
para concentraclones de CrfU >10~7,96 m
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y a l a  de l a  h i p é r b o l a :
_ 100 l o g i o  C + D 
' E + l o g j o  C
para c one en t r a c  i  one s  de CMU < 10 M
en l a s  que:
A . F.  = a c t l v l d a d  f o t o s l n t é t l c a  r e l a t l v a
C = c o n c e n t r a c i o n  de CMU
A y B = c o n s t a n t e s  de l a  r e c t a
D y S = c o n s t a n t e s  de l a  h i p é r b o l a
A p a r t i r  de l a s  e c u a c l o n e s  de r e g r e s l o n  c o r r e s  
p on dl en  t e s  para  cada  e s p e c i e  v e g e t a l ,  s e  pueden c a l e u  
l a r  l a s  c one e n t r a s  l o u e  s a s t i r a d a s  de CMU en l o s  e n t r e c  
t o s  de h o j a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  que l o  han al  s : r h i '  ^ -
d l c u l a r  l’. e n t a , y a p a r t i r  de l o s  c a l c u l a s  a d s c u a d o s , l a  
c o n c e n t r a c i o n  de CrfJ a l c a n s a d a  en l a s  r e s p e c t i v e s  hojas  
en f u n c l b n  d s l  t r a t a m l e n t o  e f e c t u a d o .
En c o n c l u s i o n ,  s e  puede d e c l r  que,  para u t i l i z a r  
e l  a l g a  C h l o r e l l a  p y r e n o l d o s a  en l a  d e t e r m l n a c l b n  de 
l o s  r e s l d u o s  de h e r b l c i d a s  p r é s e n t e s  en h o j a s  de p l a n ­
t a s ,  s e  n e c e s l t a  r e a l l z a r  p r e v l a m e n t e  una c ur va  de c a ­
l l b r a d o  u t l l l z a n d o  e x t r a c t o s  de p l a n t a s  de l a  ml sua es, 
p e c l e  que se  q u i e r e  a n a l l z a r ,  s l n  t r a t a r  con CMI, La 
u t i l i z a c i b n  de e s t e  e x t r a c t o  e s  tarnbién n e c e s a r l a  para  
c o n t r a r r e s t a r  e l  e f e c t o  de c u a l q u l e r  sus  tane l a  n a t u r a l  
que p u d i e r a  e s t a r  p r e s e n t s  en e l  mlsmo y que a f e c t a r a ,  
de forma I n d l r e c t a , l a  A . ? ,  de C h l o r e l l a  ya que ,  o b t e -  
n i e n d o  s l e u p r e  e l  e x t r a c t o  de l a  mlsua forma,  l a  I n - -  
f l u e n c i a  de e s t a  h l p o t é t l c a  s u s t a n c l a  s é r i a  a n â l o g a .  A 
p a r t i r  de l o s  d a t o s  o b t e n l d o s  con l o s  d l f e r e n t e s  ex trac,  
t o s  y d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de CMU se  o b t l e n e n  l a s  
c u r v a s  de c a l l b r a d o  que s e  r e p r e s e n t a n  an l a s  f i g u r a s
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30 (cebada), 3) (avena), 32 ( t r i g o ) , 33 ' jt,
dla) y 35 (tomate) y sirven para ca lcu lar concr^^* ‘ 
nes desconocidas da herblclda présentes en lo s  
tos de hojas a partir de lo s  datos de A.F. r e la t lv a  con 
respecto a l  control s ln  CMU.
La sen s lb ll ld a d  del método vendra condlcionada 
por e l  oscurecla lento  producldo por e l  extracto corres, 
pondiente. En e l  caéo de que se quls lera  estudlar e l  
efec to  de èxtractos  de otros brganos o Incluso de sue­
lo s ,  habrla que procéder, de manera anâloga, a rea llza r  
una curva de callbrado por la s  aismas consideraclOnes 
que acabamos de expresar mas arriba.
'-.4 .2 . Evrlu-cicn de la  concentracion de CMU alcanzado
?n h c '  ^s -'e r l  entas cratadrs.
Observando lo s  resultados de la s  Tablas LI a la  
LXVIII, que re f ie ja n  e l  e fec to  da lo s  extractos  de plan 
tas tratadas durants 24 h y 7 d las con CMU por absor— 
clôn radicular y lo s  correspondientes a la s  Tablas LIX 
a la  LXIV en lo s  que se r e f i e j a  la  concentracion de CMU 
alcanzada en la s  hojas dsducldas de la s  tablas anter l£  
res por ap licacibn de la s  ecuaclones correspondientes,  
segûn se Indicé en e l  punto 3 .5 .2 ,  se pone de man 1 f ie  s, 
to que la  u t i l iz a c ib n  de Chlorella  pyrenoldosa como bl£ 
ensayo, ofrece grandes poslb ll ld ad es  para la  deteccibn  
de este  tlpo de herblclda.
Como ya se ha comprobado con lo s  otros métodos 
u t l l l z a d o s , se signe produciendo un Incremento en la  
concentracibn de CMU en la s  hojas respecto a la  coneen 
tracIbn que tenla e l  CMU en la  soluclbn n u tr it iv a  y que 
es variable segûn la  especie vegeta l ensayada y e l  t i -  
po de tratamlento u t l l iz a d o ,  resultados que son del
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mlsmo orden que l o s  o b t e n l d o s  por e l  método que u t i l i r a  
e l  CHU -   ^ -^ C ( T a b l a  XXIV) s egûn se  de t a l l  0 en e l  a p a r o a -  
d 0 4 . 2 .
Con r e s p e c t o  a l a  s e n s l b l l l d a d  d e l  método ,  s e  ob 
s e r va  que con e s t e  b l o e n s a y o ,  s e  pueden a p r e c l a r  concen 
t r & c i o n e s  de h e r b l c l d a  de un orden de magni tud compren 
dido  e n t r e  100  y 1 0 0 0  v e c e e  i n f e r i o r e s  a l a s  que se  ob 
t i e n e n  c on i s o t o p o s  r a d i a c t i v o s .  E s t o  e s  d e b l d o  a que 
l a  a c t i v i d a d  e s p e c i f l c a  d e l  CMU-^^^C e s  pequena y no se  
pueden o b t e n e r  c o n c e n t r a c i o n e s  i n f e r i o r e s  a lO""  ^ H con 
a c t i v i d a d  s u f l e  l e n t e  como para  d e t e c t a r  l a  c a n t l d a d  de 
CHU-  ^ ' C^ c o n t e n l d o  en l a s  h o j a s .
La v e n t a j a  de u t i l i s a r  e l  b l o e n s a y o  con C h l o r e -  
l i t ;  a p a r t é  de l a  n a y : r  s e n s i o i l i d a d , s s t r i b a  en
l ô t i o a  d e l  p r o d n c t o  n . r o i o i d a  p r e s e n c e  en e l  e s  _i- ,ù :o.  
s l n  c e n e r  n s c e s i d a c i  de r e c u r r i r  a s e p a r a c i o n e s  0 pur 1-  
f i c a c i o n e s  c r o r a t o g r é f i c a s ,  con o b j e t o  de a i s l a r  e l  0 
l o s  p r o d u c t o s  a c t i v o s ,  con l a  c o n s i g u i e n t e  d i f i c u l c a d  
en a l  c a s o  de que e x i s t a n  i n t e r m e d i a r l o s  a c t i v o s  d s s c £  
n o c i d o s .  Por o t r a  p a r t e ,  e l  empleo  de i s o t o p o s  r a d i a c ­
t i v o s  a p l i c a d o s  como t r a z a d o r e s  para d e t e c t a r  concentra,  
c l o n e s  d e l  p r o d u c t s  en h o j a s  u t l l l z a n d o  l a  t é c n i c a  de l a  
d i l u e  i o n  i s o t ô p i c a ,  p r é s e n t a  muchas l i m i t a c l o n e s  y s o ­
l o  p o d r l a  r e a l l z a r s e  en l a b o r a t o r i o s  a d e c u a d o s .
Comparando l a  s e n s l b l l l d a d  d e l  b l o e n s a y o  con -  
C h l o r e l l a  r e s p e c t o  a l o s  mé tod os  q u i m i c o s  0 f i s l c o - q u j .  
m i c 03 d e s c r i t o s  en e l  punto  1 . 4 . 1 ,  s e  o b s e r v a  q u e ,  aptr  
t e  de l a  v e n t a j a  a r r i b a  n e n c l o n a d a  que supone  e l  t s n e r  
e l  v a l o r  b i o l o g i e o  d e l  produc to  d i r e c t a m e n t e , l a  sensj .  
b i l i d a d  e s  t.amblén mayor,  y a que en l o s  me j o r e s  c a s o s ,  
u t l l l z a n d o  métodos  de c r o m a t o g r a f l a  g a s e o s a  con d e t e c ­
t o r  de i o n i z a c i ô n  de l l a m a  0 c r o m a t o g r a f i a  l i q u i d o - 1 1  
q u l do  de a l  t a  p r e s i o n ,  l a  d e t e c c i b n  e s  d e l  orden  de
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1 a 10 ng. En lo  que respecta a la  reproducibilidad del 
método, es cuy buena y polo es preciso v ig i la r  riguro-  
samente la s  condiciones de cu lt lv o  del alga se lecclona  
da y r e a llz a r  e l  nûmero su f ic le n te  de deterralnaclones 
para que e l  tratamlento e s t a d l s t l c o  aplicado sea co— 
rrecto .
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4 . 5 .  PR0PUB3TA D3 Url BIOEUSAYO PAPA S'/ALUAR 2ESICU02 
COMPUESTOS IITHIBIDORZS PS LA A . F .
T en i e nd o  en c u e n t a  l a s  c o n s i d e r a c i o n e s  d e l  pun­
t o  a n t e r i o r ,  s e  p o d r l a  e s t a b l e c e r  un b l o e n s a y o  en e l  
que,  u t l l l z a n d o  e l  a l g a  C h l o r e l l a  p y r e n o l d o s a  como ele.  
æento  s e n s o r ,  s e  p o d r l a  d e t e r m i n a r  l a  c oneen t r a c  i o n  rie 
c u a l q u l e r  p r o d u c t o  h e r b l c l d a  I n h l b l d o r  de l a  f o t o s i n t e ,  
s i s ,  ya  que l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n l d o s  en e s t e  traba. jo  
para e l  CMU, pueden s e r  e x t r a p o l a d o s  a o t r o s  compuescos  
t a i e s  como 1 os  r e s t a n t e s  d e r i v a d o s  de l a  ur ea  ( d l u r o n , 
n e ou r ôn )  o para a q u a l l o s  o t r o s  que producen un e f e c t o  
i n h l b l d o r  s obr e  e l  t r a n s p o r t e  e l e c t r ô n l c o  en l a s  r a a c -  
c l o u e s  f  o c o s i n  t a t l c a s  couo son l o s  f e n l l c o . r b a u a  oos,  l a s  
I r es  p i l  le  i c l l o a s  , l a s  a c l l  a n l l i d a s ,  l a s  i  -  t r i  ? u l n a  s ,
h • 7... — - • ' - 4 1 \ 2" ^ - r d , .-r T V"> •• 1  ^ a I b 7*
. % . * ' . ^ . ./s ^  V_. —  ^ — • r  . V /  — % w.» —' ... j. ^ W. •  ^  1- V. X. » -1^  .. - •* .s *—f - ?
La l i m i t a c  i o n  de e s t e  ne todo  r a d i e a  eu :ue s o l o  
saré.  a p i  l e  a b l e  cuando se  t e n g a  l a  c e r t e z a  de que en e l  
t ra tami snCD h e r o i c  Ida se  ha u t l l i z a d o  un s o l o  e i p o  de 
c o a p u e s t o ,  ya  que ,  en e l  c a s o  de que hub1 e r a n e z c l a d o s  
v a r l o s  p r o d u c t o s  con p r o p l e d a d e s  I n h l b l d o r e s  de l a  A,F., 
e l  r e s u l t a d o  o b t e n l d o  n o s  I n d l c a r l a  e l  e f e c t o  g l o b a l  in 
h l b l d o r , pero no s e  p o d r l a n  d l s c r i m i n a r  l o s  e f e c c o s  de_ 
b i d o s  a cada uno de l o s  h e r b l c i d a s  por s e p a r a d o .
Para u t i l l z a r  e s t e  p r o c e d l m i e n t o  s e  r e ç u  1 e r en -  
l o s  s i g u i e n t e s  e l e u e n t o s :
1) C u l t l v o  s l n c r o n o  c o n t i n u e  de C h l o r e l l a  p y r e n o i -  
d o sa  c r é e  I d a s  en c o n d i c i o n e s  a s é p t l c a s  (o de a l  
guna o t r a  a l g a  f o t o s l n t é t l c a  u n l c e l u l a r ) .
2)  Equlpo medidor  de Op en s o l u c i o n e s  a c u o s a s  (elec_  
tiDdo de o x i g e n o )  .
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3 )  C o l o r i a s t r o  oar  a l a  de t erminac i&n de 1% de,4' .-4,
l o s  c u l t i v o s  y d e l  c o n t e n i d o  c l o r o f i l i c o \ « £ ^ .  _al-  
g a s  y / o  e x t r a c t o s .  ^ ^
4)  M a t e r i a l  u s u a l  de l a b o r a t o r i o .
5 ) R e a c t i v o s  a de cu a do s  s egû n  se  i n d l c a  en l o s  apar
t a d o s  2 . 4 . 2 , 2 . 4 . 3 , 2 . 4 . 4 . 3 ,  2 , 4 . 4 . 4  y 2 . 5 .1 .
P r o c e d i c i i e n t o  a s e g u i r :
£n pr imer  l u g a r ,  s e  com prueba l a  r e s p u e s t a  fot_o
s i n t e t i c a  de l a  s u s p é n s i b n  de a l g a s  s e l e c c i o n a d a s  como
o r g a n i s u o  s e n s o r .  Se preparan e x t r a c t o s  de h o j a s  de 
p l a n t a s  no t r a t a d a s ,  segûn se  i n d l c a  en e l  punto  2 . 5 .1  
'• 'r p r o c é d é  a l a  r e a l i z a c i ô n  de una curva  de c a l i b r a -  
con i i c e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e l  h e r b l c l d a  que se  
pu1 e r a d e t e c t a r .  Una v e z  a j u s t a d a  l a  c o r r e s p o n d l e n t e  -  
e c u a c l b n  de r e g r e s i o n ,  s e  puede p r o c é d e r  a l a  r e a l i s a -  
c i b n  d e l  e n s a y o  de e x t r a c t o s  de h o j a s  de p l a n t a s  t r a t a  
c a s  cuyo  c o n t e n i d o  en h e r b i c i d a  s e  q u i e r a  d e t e r m l n a r . y  
segûn l o s  v a l o r e s  o b t e n l d o s  para l a  A . ? . ,  r e f e r i d o s  a l  
t e s t l g o ,  no t r a t a d o ,  se  de t e r m i n a  l a  c o n c e n t r a c i o n  de 
h e r b i c i d a  c o n t e n i d a  en e l  e x t r a c t o .  A p l i c a n d o  l a - e c u a -  
c i b n  de r e g r e s i o n  c o r r e s p o n d l e n t e  y a p a r t i r  de e s t e  
d a t o ,  se  puede c a l c u l a r  l a  c a n t i d a d  de h e r b i c i d a  pre ­
s e n t s  por un i dad  de peso  d e l  m a t e r i a l  v e g e t a l  s s t u d i a -  
d o .
Para  l a  r e a l i z a c i b n  p r â c t i c a  de e s t e  t i p o  de t r a  
b aj o  bas  t a r a  con t e n e r  en c u e n t a  l o s  p u nt o s  2 . 4 . 1 ,  
2 . 4 . 2 ,  2 . 4 . 3 ,  2 . 4 . 4 ,  2 . 3 . 1 ,  2 . 5 . 2 , 2 . 3 . 3  y 2 . 5 . 4 , d e l  
a p a r t a d 0 M a t e r i a l  y Métodos .
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3 .  C0NCLUSI0NE3.
Como c o n s e c u e n c i a  de l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n l d o s , 
hetnos l l e g a d o  a l a s  s i g u i e n t e s  c o n c l u s l o n e s :
IQ) Con r e s p e c t o  a l o s  e f e c t o s  p r o d u c i d o s  por l a  a b s o r  
c l b n  r a d i c u l a r  da CMU s o b r e  e l  d e s a r r o l l o  de l a s  
p l a n t a s  e s t u d l a d a s ,  s e  o b s e r v a  que l o s  s i n t o n a s  f  
t o t b x i c o s  empiezan a m a n i f e s t a r s e  para c o n c e n t r a ­
c i o n e s  de CMU en l a  s o l u c l b n  n u t r i t i v a  > 10"^ M, s i e n  
do l a s  e s p e c i e s  D i c o t i l e d b n e a s  siâs s e n s i b l e s  que las  
Gratnineas;  d e n t r o  de e s t a s ,  l a  avena  y e l  t r i g o  se  
c o n p o r t a n  coao l a s  a â s  r e s l s t e n t e s .  Para c o n c e n t r a  
c l o n e s  > 10*"  ^ M, ifa e x i s t e  e x p r e s i b n  c l a r a  de l e  ta  
l i d a d  en t o d a s  l a s  e s p e c i e s  v e g e t a l e s  e s t u d l a d a s  , 
s l e n d o  v a r i a b l e  e l  t i empo de s u p e r v i v e n c l a  de cada  
una de a l l a s . C j n c o n t r a c i o n ê s  de CMU < 10 ' 'A no prjo 
ducen e f e c t o s  f i t c t b x i c o s  s e n s i b l e s ,  e i n c l u s o ,  en 
l a  c o n c e n t r a c i o n  de 10“ ^ ^Ms e  o b s e r v a  un c l a r o  e f e c  
t o  e s t i m u l a n t e  sobre  e l  d e s a r r o l l o  de l a s  p l a n t a s .
2Q) T ra s  un p e r i o d o  de a b s o r c l b n  r a d i c u l a r  de CMU de 
una semana,  s i  s e  t r a s l a d a n  l a s  p l a n t a s  a una s o l u  
c l b n  s i n  CMU , s e  puede o b s e r v a r  una d e t o x l f i c a c l b n  
de e s t a s ,  s iecapre que l a  c o n c e n t r a c i b n  d e l  h e r b i c i ,  
da en l a  s o l u c l b n  n u t r i t i v a  baya s l d o  i n f e r i o r  a 
10”  ^ M, ya que para c o n c e n t r a c i o n e s  i g u a l e s  o supe.
r i o r e s ,  e l  e f e c t o  e s  i r r e v e r s i b l e .
3 0 ) Con r e s p e c t o  a l  p r o c e s o  de a b s o r c l b n  r a d i c u l a r  d e l  
CMU y l a  |acumulac ibn de e s t e  h e r b i c i d a  en l a s  h o j a s  
de l a s  p l a n t a s ,  s e  o b s e r v a  que e x i s t e  un proceso  de 
a b s o r c l b n  a c t i v a , q u e  hace  que l a  c o n c e n t r a c i b n  que 
s e  l l e g u e  a a l c a n z a r  en l a s  h o j a s  s e a  v a r i a s  v e c e s
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s u p e r i o r  a l a  c o n c e n t r a c i b n  d e l  p r od u ct o  en l a  s o -  
l u c i b n  n u t r i t i v a  de l a  que p r o c é d é .
E s t e  p r o c e s o  de a b s o r c i b n . a c t i v a  a l c a n z a  d i s t i n  ta  
i n t e n s i d a d  segûn l a  e s p e c i e  ( e s  mâs a c u s a d o  en e l  
t r i g o  y l a  avena  y n e n o s  en l a  j u d i a  y e l  t o m a t e ) y  
se  pone de m a n i f i e s t o ,  con mâs c l a r i d a d ,  para  l a s  
c o n c e n t r a c i o n e s  b a j a s  de CMU, ya que para concentra  
c l o n e s  e l e v a d a s  de e s t e  h e r b i c i d a ,  l a  i n h l b l c l b n  -  
f o t o s l n t é t l c a  produc Ida a c t û a  i n d l r e c  tamen t e  s obre  
l a  c a p a c l d a d  de a b s o r c l b n  a c t i v a  de l a s  c é l u l a s ,
4 2 ) Con r e s p e c t o  a l a  a c c l b n  d e l  CMU s o b r e  l a  a s i a i l a -  
c i b n  f  o t o s i n  té  t i c a  d e l  COg por l a s  ho j a s  de l a s  djl 
v e r s a s  e s p e c i e s ,  s e  o b s e r v a  que l o s  e f e e  cos  Inhibj.,
•“ y*» o d o «u -711 n A "n 'tT» T-» a '•* -d c* i i —
da O" i  ; a d u c  ibn n u t r i t i v e  qj C"7 y .  s l e n d o  e l  qra 
do de i n r . i b l c i b n  a l r e d e d o r  d e l  20 U para e s t a  con­
c e n t r a c i b n ,  aunque v a r i a  para l a s  d i v e r s a s  e spec ies  
v e g e c a l e s ,  d o n c e n t r a c  i o n e s  de CMU > 1 0 ”b M son muy 
t b x i c a s  y e l  grado  de i n h i b i o i b n  de l a  f o t o s i n t e — 
s i s  o s c l l a  a l r e d e d o r  d e l  9 0 ’"'?, s l e n d o  en e s t e  c aso  
l a s  Gramineas  mâs s e n s i b l e s  que l a s  D i c o t l l e d c n e a s ,  
t a l  v e z  por a l  mayor poder  de c o n c e n t r a c i b n  a c t i v a  
d e l  h e r b i c i d a  en l a  h o j a  de a q u é l i a s , s egûn se  In -  
d l c b  en e l  punto  a n t e r i o r .
5 2 ) A n i v a l  de c l o r o p l a s t o s  a l s l a d o s  0 f r a g m e n t o s  de -  
é s t o s ,  e l  e f e c t o  i n h l b l d o r  s obr e  l a  r e a c c l b n  de Mill 
e s  a n â l o g o  para t o d a s  l a s  e s p e c i e s  e s t u d l a d a s ,  s:d.s_ 
t i e n d o  una c o r r e l a c l b n  d i r e c  ta e n t r e  e l  poder  l nh £  
b l d o r  y l a  c o n c e n t r a c i b n  de h e r b l c l d a  para v a l o r e s  
comprendl dos  e n t r e  10“ 2 M y M.
El  e f e c t o  d o s i s - r e s p u e s t a  para c l o r o p l a s t o s  a i s l a -  
d o s ,  e s  de un orden p a r e c l d o  a l  o bs e rv a do  en l a s
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h o j a s  de l a s  p l a n t a s ,  s i  s e  t i e n e  en c u e n t a  l a  -  
c o n c e n t r a c i ô n  que e l  h e r b i c i d a  a l c a n z a  en l a s  h o -  
j a s  t r a s  un p r o c e s o  de a b s o r c i o n  r a d i c u l a r .
68)  E l  poder  i n h i b i d o r  d e l  CMU s o b r e  e l  d e s p r e n d i m i e n  
to  f o t o s i n t é t i c o  de 0^ d e l  a l g a  C h l o r e l l a  p y r e n o i  
d o s a ,  se  n a n t f i e s t a  e n t r e  c o n c e n t r a c l o n e s  d e l  o r -  
den de 10"^*  ^ M y 10"^ M, p u d i é n d o s e  e s t a b l e c e r  una 
c o r r e l a c l o n  l i n e a l  e n t r e  l a  A , F .  d e l  a l g a  y e l  lo,  
g a r i t d o  de l a  c o n c e n t r a c i ô n  de h e r b i c i d a .  La sensj .  
b i l i d a d  d e l  a é to d o  p o l a r o g r â f i c o  para l a  é v a l u a —  
c i ô n  de c o n c e n t r a c l o n e s  de CMU por d e t e c c i o n  d e l  
On d e s p r e n d i d o  en c u l t i v o s  de a l g a s ,  e s  d e l  orden  
de 100 v e c e s  s u p e r i o r  a l a  s a n s i b i l i d a d  d e l  método  
c o l o r i n é t r i c o  que se  u t i l i s a  en l a  r e a c c i ô n  de K i l l  
ara c l  or o n i a  s c o s  a i  s l a d  o s .
72} A'crovechando l a  a l t a  o e n s i b i l i d a d  d e l  a e t o d o  p o l a -  
r o r r â f i c o  para l a  d e t e r m i n a c i ô n  d e l  d e s p r e n d i o i i e n -  
t o  de Op f o t o s i n t é t i c o  en C h l o r e l l a ,  s e  puede e s t a  
b l e c e r  un b l o e n s a y o  para e v a l u a r  r e s i d u e s  de h e r b i  
c i d a s  i n h i b i d o r e s  de l a  f o t o s i n t e s i s ,  en s u e l o s  o 
r e s t o s  v e g e t a l e s ,  t e n i e n d o  e s t e  método l a  v e n t a j a  
de e : cpresar  d i r e c t a m e n t e  l a  a c t i v i d a d  b i o l ô g i c a  dsl  
p r o d u c t o  h e r b i c i d a  s i n  n e c e s i d a d  de r e c u r r i r  a s e -  
p a r a c i o n e s  o p u r i f i c a c i o n e s  por n é t o d o s  q u i s i c o s  o 
f  i  s i c  o - q u i r . i c  o s .
El  método e s  s e n s i b l e ,  r â p i d o ,  r e p r o d u c i b l e  y s e n -  
c i l l o ,  pu d i énd ose  a d a p t e r  a a n â l i s i s  r u t i n a r i o s  sin 
r e q u é r i r  l a  u t i l i z a c i ô n  de é q u i p é s  de e l e v a d o  costs.
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